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論文題目 
バイオフィルム中での環境細菌の振る舞いにおけるプラスミド機能の解明  
 
 
第 1 章 序論 
これまでプラスミドは宿主に抗生物質耐性能や難分解性物質分解能などの形質を単に付与
するだけの因子であると考えられてきたが，実際には，宿主染色体の遺伝子発現様式を直接
的・間接的に変化させることで宿主形質を本質的に変容させる因子であることが明らかにな
りつつある．あわせて，プラスミド上の遺伝子の一部も宿主ごとに発現様式が変化するため，
プラスミド側から付与される機能も宿主ごとに変化する．すなわち接合伝達性プラスミドは
宿主の生き残りや進化に従来の理解以上に複雑に関与することから，プラスミドが宿主に与
える影響を詳細に理解することは，環境細菌におけるゲノム進化機構の解明に必須である． 
バイオフィルムは固体表面に接着した微生物が形成する高次構造体であり，人工環境，自
然環境を問わず，固体表面と水が接するほぼ全ての場所に存在する．バイオフィルムは，水
質浄化への寄与など我々の生活に役立つ場合もあれば，金属腐食・食品汚染・医療器具汚損
・齲歯などの厄介な問題の原因となる場合も多い．環境中のバイオフィルムには多種多様な
微生物が棲息し，相互作用して共同体を形成している．その結果，バイオフィルム中の微生
物は，個々の微生物機能の単なる足し算を越えた新たな機能を獲得し，柔軟性に富んだ多細
胞生物体ともみなせる特徴を有するようになる． 
以上より，実環境中でのプラスミドと宿主の挙動を理解するためには，プラスミドがバイ
オフィルム中の宿主細菌の振る舞いに与える影響を理解することが重要であるが，過去の報
告例は極めて限られていた．そこで本研究では，IncP-7 群カルバゾール分解プラスミド pCAR1
と Pseudomonas 属の宿主細菌 3 種 (P. putida KT2440，P. aeruginosa PAO1，P. fluorescens Pf0-1) 
  
 
 
を用いて，pCAR1の保持が宿主のバイオフィルム形成に与える影響を評価すると共に，pCAR1
上にコードされる核様体タンパク質 (nucleoid-associated proteins; NAPs) がバイオフィルム形
成に与える影響を調べた．さらに，pCAR1 保持株と非保持株を混合して培養することで，バ
イオフィルム内でのプラスミド保持株と非保持株の挙動を解析した． 
 
第 2 章 pCAR1 が宿主のバイオフィルム形成に与える影響の解析 
上記 3 株について，pCAR1 保持株と非保持株が形成するバイオフィルムを共焦点レーザー
顕微鏡で観察した．PAO1 株と Pf0-1 株では顕著な変化は認められなかったが，KT2440 株で
はマッシュルーム状の構造であったバイオフィルムが pCAR1 の保持に伴いフラットな構造
に変化した．合わせて，KT2440株では pCAR1保持に伴い個々の細胞が繊維状 (filamentous) に
変化したものが多く認められた (図 1)．このことは，pCAR1 保持に伴うバイオフィルム形成
様式への影響が宿主ごとに異なることを示唆している．また，この現象は pCAR1 (IncP-7) 特
異的で，異なる種類のプラスミド[NAH7 (IncP-1 群)，RP4 (IncP-9 群)]では観察されなかった．
pCAR1 上には宿主染色体の転写様式を変化させる因子として 3 種の NAPs (Pmr, Phu, Pnd) が
コードされているため，各遺伝子の単独・二重破壊株が形成するバイオフィルムも観察した．
その結果，pmrと pnd，および pmrと phuの 2組の二重破壊株で繊維状化の亢進が観察され (図
1)，KT2440(pCAR1)株におけるバイオフィルム形態の変化に複数種の NAPs が複合的に関与
している事が示された． 
 
上記の pCAR1 を保持する KT2440 株がバイオフィルム形成時に繊維状化する原因を探るた
め，pCAR1 の保持や NAPs 遺伝子の破壊がバイオフィルム形成時のトランスクリプトームに
及ぼす影響を，高密度タイリングアレイを用いて網羅的に調べた．まず，バイオフィルム状
態と浮遊状態 (Shintani et al., 2010) で pCAR1 を保持した際に転写変動した遺伝子を比較し， 
81 個 (誘導 52 個、抑制 29 個)のバイオフィルム状態で特異的に転写変動した遺伝子を選抜し
た (図 2A)．pmr と pnd，pmr と phu の 2 種の二重破壊株と KT2440 株を比較し，pmr と pnd
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KT2440 KT2440(pCAR1) KT2440(pCAR1∆pmr∆phu)
図 1. P. putida KT2440, KT2440(pCAR1), KT2440(pCAR1∆pmr∆pnd), KT2440(pCAR1∆pmr∆phu)株のバイ
オフィルムの観察像．各株をシャーレを上で静置培養 , 培養開始後 12 時間のバイオフィルム共焦点顕微鏡
を用いて観察した．180 x 180 μm (xy) の範囲を示す．図中のスケールバーは 40 μm を示す． 
  
 
 
株で 1,137 個 (誘導 1,115 個、抑制 22 個)，pmr と phu 株
で 1,454 個 (誘導 1,452 個、抑制 2 個)が選抜され，これら
を図 2A で選抜された遺伝子と比較することにより繊維
状化の原因になる，32 個の共通に誘導される遺伝子を選
抜した (図 2B，共通に抑制された遺伝子は選抜されず)．
また，pmr と pnd，pmr と phu の 2 種の二重破壊株と
KT24401(pCAR1)株を比較し，pmr と pnd 株で 380 個 (誘
導 372 個、抑制 8 個)，pmr と phu 株で 758 個 (誘導 1753
個、抑制 5 個)が選抜され，これらを図 2A で選抜された
遺伝子と比較することにより繊維状化を亢進する可能性
がある，2 個の共通に誘導される遺伝子を選抜した (図
2C，共通に抑制された遺伝子は選抜されず)．これらの 2
個の遺伝子は図 2B で選抜された 32 個の遺伝子の中に含
まれていた．そこで，繊維状化の原因遺伝子，あるいは
繊維状化を亢進する可能性がある 32 個の候補遺伝子に
ついて着目した．  
選抜された 32 個の候補遺伝子を高発現させた際の
KT2440 株及び KT2440(pCAR1)株のバイオフィル
ムを共焦点レーザー顕微鏡で観察した．その結果，
KT2440 株を用いた過剰発現株では PP_2193 (TonB-dependent siderophore receptor) を高発現
させた株で菌体が伸びる現象が観察された (図 3)．また，KT2440(pCAR1) 株を用いた過剰発
現株では PP_0308 (membrane dipeptidase) および PP_0309 (hypothetical protein) を高発現させ
た株で繊維状化の亢進が観察された (図 3)．PP_2193 は細胞が鉄欠乏に陥った際に転写が誘
導されると考えられる遺伝子であり，菌体が繊維状化へと変化することに伴って細胞中の鉄
欠乏が起きる可能性が示
唆された．一方，PP_0308
や PP_0309 については詳
細な生理機能は不明であ
る．以上より，KT2440
株の pCAR1 保持に伴う
繊維状化には，複数の遺
伝子が協調的に関与す
る可能性が示唆された． 
 
図 2. 繊維状化の原因遺伝子 , あるいは繊維状 
化を亢進する可能性がある候補遺伝子の選抜． 
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図 3. KT2440 株や KT2440(pCAR1)株のバイオフィルム形成に対する
PP_2193, PP_0308, PP_0309 の過剰発現の影響像．各株をシャーレを上で静
置培養, 培養開始後 12 時間のバイオフィルム共焦点顕微鏡を用いて観察し
た．180 x 180 μm (xy) の範囲を示す．図中のスケールバーは 40 μm を示す． 
  
 
 
第 3 章 pCAR1 保持株・非保持株が共存した際のバイオフィルムの解析 
次に，3 種の Pseudomonas 属細菌の pCAR1 保持株・非保持株を混合した際に形成されるバ
イオフィルムの観察を行った．各株にそれぞれ緑色蛍光タンパク質  (GFP) と赤色蛍光タンパ
ク質 (mCherry) を挿入した株を作製し，15 通りの組み合わせについて，蛍光タンパク質を入
れ換えたものも含めて合計 30 通りの組み合わせを観察した．その結果，PAO1 株を他の株と
混合培養すると pCAR1 保持・非保持に関わらずバイオフィルム中で PAO1 株が優占化するこ
と，同種間で pCAR1 保持・非保持株を混合培養すると一方の優占化は見られず，各株それぞ
れがバイオフィルムを形成し，混ざらない状態で棲み分けることが明らかとなった．過去の
研究では，上記 3 株について浮遊状態で pCAR1 保持株と非保持株の競合培養を行った際に
pCAR1 保持株の比率が減少することが明らかとなっている  (Takahashi et al., 2014)．そこで，
フローサイトメトリーや共焦点レーザー顕微鏡を用いて，バイオフィルム状態と浮遊状態に
おける上記 3 株の pCAR1 保持株・非保持株の割合を定量した．その結果，バイオフィルム状
態では pCAR1 保持株と非保持株がほぼ同じ比率を示し，両菌株が生き残ってそれぞれ独立に
存在しているのに対して，浮遊状態では pCAR1 保持株の比率が顕著に減少していくことが明
らかになった．これらの傾向から，バイオフィルム状態では浮遊状態とは異なり，立体構造
を持つため基質に対する濃度勾配が発生し，これらの影響でバイオフィルムの基部にあるプ
ラスミド保持菌の活動が低いため，プラスミド保持株が淘汰されずそれぞれ独立に存在し生
き残ると推測された． 
 
第 4 章 総括と展望 
本研究では宿主のモデルとして P. putida KT2440，P. aeruginosa PAO1，P. fluorescens Pf0-1
株を，プラスミドのモデルとしてカルバゾール分解プラスミド pCAR1 を用い，pCAR1 保持
株・非保持株を浮遊状態とは異なるバイオフィルムという集団中で単独及び混合培養するこ
とで pCAR1 保持株の挙動解析を行った．単独培養では，KT2440 株特異的に pCAR1 保持株が
形成するバイオフィルムはフラットになり，繊維状化した菌体が多く認められた．また，そ
の原因となる 3 つの遺伝子 (PP_0308，PP_0309，PP_2193) を高密度タイリングアレイ解析に
より取得することができた．さらに混合培養においては，浮遊状態よりバイオフィルム状態
の方が，プラスミドが宿主に与える負荷が軽減されることが明らかになった． 
プラスミドが接合伝達により様々な細菌間を移動することを考慮すれば，細胞同士が密接
して存在するバイオフィルムは細菌間の遺伝子交換の場として捉えることができる．今後は
混合培養時のバイオフィルム中におけるプラスミドの接合伝達現象などを解析することで，
バイオフィルム内の細胞同士が密接した状態で，細菌ゲノムやプラスミドが進化を遂げる機
構の全貌解明が期待される． 
第 1章 
序論 
1-1. バイオフィルムについて 
 
1-1-1. バイオフィルムとは 
バイオフィルムとは，一般的な定義においては物質表面に付着した微生物とそれらが
生産する細胞外多糖 (EPS: Extracellular polymeric substances) で覆われた 3次元構造体
であり [Costerton et al., 1999]，主に多糖類、核酸、及びタンパク質から構成される．  
バイオフィルムは，水圏をはじめ，土壌中，植物体，動物体，根圏など様々な自然環
境 [Sawada et al., 2004] や人工環境を問わず様々などころに存在することが知られてい
る．それらは我々の生活とも深い関わりをもっている．身近な例として，歯垢, 台所や
排水溝のヌメリなどがあげられる．また, 水道管, 石油パイプラインなどの配管やカテ
ーテルなどの医療器具内にも見られる．配管に形成されたバイオフィルムは，流体の流
れの妨害や金属腐食を誘発することにより，各設備の性能低下を引き起こす．また，医
療器具内に形成されたバイオフィルムは院内感染を引き起こす．さらに，日和見感染菌
の中には，免疫力が低下した患者の体内でバイオフィルムを形成し，感染症の慢性化を
引き起こすものも存在する[Costerton et al., 1995; Costerton et al., 1999; Donlan and 
Costerton, 2002 2002]．バイオフィルム形態をとる微生物は, 浮遊形態の微生物に比べ抗
生物質に対する耐性が数百から数千倍に上るため，医療現場では特に問題になっている 
[Mah et al., 2003; Drenkard, 2003]．また，微生物にとってもバイオフィルムの形成は EPS
で覆われた厚みのある高次構造体を形成するため, 生育に不可欠な酸素や，栄養の勾配
が生じやすいといった問題を引き起こす場合がある． 
このように，バイオフィルムは様々な問題を引き起こす一方で，我々の生活の中で有
効に利用される場合もある．例えば，下水処理場で水質浄化に用いられる活性汚泥や発
酵食品に利用される麹などである．微生物にとっても，バイオフィルムの形成は外部ス
トレスに対する耐性を向上させるなど有利な面も持つ． 
以上に述べたとおり，バイオフィルムは生態系に広く存在しており, 我々にとって
様々な問題の原因となる場合も多いが，その有効利用に大きな可能性を秘めている．ま
た，実環境中でのバイオフィルムには多種多様な微生物が棲息しているが，それらは相
互作用して共同体を形成している．その結果，バイオフィルム中の微生物は，個々の微
生物機能の単なる足し算を越えた新たな機能を獲得し，柔軟性に富んだ多細胞生物体と
もみなせる特徴を有するようになる．そのため，バイオフィルム形態をとる微生物の挙
動を理解することは，環境中の微生物の生態を深く理解すると共に，幅広い分野で微生
物を制御していく上で重要である． 
 1-1-2. バイオフィルムの形成機構 
バイオフィルム形成過程にはいくつかの段階を踏むことが報告されている (Fig. 1-1)．
まず始めに（ⅰ）浮遊状態の細胞が鞭毛や繊毛を用いた運動性により固体表面に付着
(attachment)し（ⅱ）物理化学的な力により可逆的に付着 (reversible attachment)，その後，
鞭毛により強固に付着する (irreversible attachment)．次に，（ⅲ）付着した細菌の増殖
及び繊毛や鞭毛を用いた運動性により，立体的なマイクロコロニーを形成し [Klausen et 
al., 2003; Caiazza et al., 2007]，さらに（ⅳ）微生物が分泌する, 多糖や細胞外 DNAなど
で構成される EPSよりマイクロコロニーが肥大化 [Henderson et al., 1999]，その後，（ⅴ）
成熟したマイクロコロニーからの細胞の脱離 (dispersal) する [Sauer et al., 2002]．脱離
した浮遊菌は，異なる部位でバイオフィルムを再形成し，上記のプロセスが繰り返され
る． 
 
1-1-3. バイオフィルム状態と浮遊状態の違い 
これまでの研究から，バイオフィルム状態の微生物の挙動と液体培養された (浮遊状
態の) 微生物の挙動に様々な差が存在することが明らかにされている．バイオフィルム
が環境中の微生物にとって生き残りのためのシェルタ－の役割を果たしていると見解
は，広く受け入れられている．この例として，浮遊状態の微生物よりもバイオフィルム
方が貧栄養環境下での生存能力に優れているという報告がある [Costerton et al., 1999]．
バイオフィルム中では，細胞の抗生物質耐性が浮遊状態と比較して劇的に高まること示
されているほか [Nickel et al., 1985]，バイオフィルムを形成した微生物が免疫系に対し
て高い耐性を示す事も知られている [Donlan and Costerton, 2002]．また，様々な遺伝子
の発現が浮遊状態とバイオフィルムではことなることが知られている [de Beer et al., 
1994; Prigent-Combaret et al., 1999]．例えば，E. coli の遺伝子発現プロファイルム研究に
おいて，実に，発現している遺伝子の 38 %の遺伝子が浮遊状態とは異なる発現を示す
という報告もある [Prigent-Combaret et al., 1999]．このような生存性の変化をもたらす決
定的な遺伝子制御系が存在するか否かについては未知な部分が多い．さらに，トルエン
分解プラスミドを保持する P. putida KT2442株で，浮遊状態よりバイオフィルム状態で
プラスミドの脱落頻度が多いことが明らかになっている [Ma et al., 2013]． 
以上に述べたとおり，バイオフィルム状態に特異的に現れる性質を理解するにはバイ
オフィルムの生態を理解し，バイオフィルムの形成メカニズム解析する必要がある． 
 
1-2. プラスミドについて 
プラスミドは染色体とは独立に複製される細胞内 DNAであり，その一部は接合等に
よって細菌間を水平伝播する可動性遺伝因子 (mobile genetic element; MGE) である．遺
伝因子の水平伝播は細菌の進化の上で重要な役割を果たしていると考えられる．例えば，
抗生物質耐性遺伝子をコードするプラスミドが細菌間で水平伝播することにより生じ
る薬剤耐性菌の蔓延 [Carattoli, 2003] や，病原性遺伝子を含む pathogenicity islandが伝
播することで生じる病原菌の蔓延 [Juhas et al., 2009] などは典型的な例である．細菌の
抗生物質耐性能や難分解性物質分解能に関する遺伝子など，一般的な条件下での生育に
は必須ではない因子はプラスミド上に存在することが多いことが知られている． 
一般にプラスミドは，複製・保持機構の類似性によって分類される．類似した複製・
保持機構を有する 2種のプラスミドは同一の細胞内では共存できず，互いに排除しあう
性質のことを不和合性 (incompatibility) と言い，このとき二つのプラスミドを同一の不
和合性群 (incompatibility group; Inc) に属すると言う．複製・保持能や接合伝達能とい
った，プラスミドの基本性質を規定する遺伝子領域を，プラスミドの基本骨格 (back 
bone) と呼ぶが，二つのプラスミドが同一の不和合性群に属する場合，この基本骨格の
構造 (遺伝子の並び方やその塩基配列) の類似性が極めて高い場合が多い．なお, 難分
解性物質分解遺伝子，薬剤耐性遺伝子群といった “アクセサリー遺伝子” も有しており，
これらの遺伝子により宿主は本来保持し得ない形質を獲得でき，結果特殊な環境下でも
繁殖が可能となる． 
こうした背景から，プラスミドが宿主に与える影響とその機構をより詳細に理解する
ことは，環境細菌とゲノムの進化機構の解明に必須であると考えられる． 
 
1-2-1. カルバゾール分解プラスミド pCAR1 
当研究室では，原油中に含まれる含窒素芳香族化合物カルバゾール (Fig. 1-2) 分解遺
伝子を有するプラスミド pCAR1 について研究を行ってきた．pCAR1は 1993 年に東京
都市下水処理場の活性汚泥より単離され， Pseudomonas resinovorans CA10 株 
[Ouchiyama et al., 1993] から見出されたプラスミドである [Nojiri et al., 2001]．CA10株
と pCAR1が有する，カルバゾール分解経路や分解酵素遺伝子群，分解酵素の構造等は，
今までに詳細な解析が行われている [Nojiri, 2012]．pCAR1上にはカルバゾール分解に
関わる car，ant 遺伝子群の他に，プラスミドの接合伝達に関与する tra，trh 遺伝子群，
プラスミドの複製に関与する repA，細胞分裂の際にプラスミドの能動的な分配に関与
する par遺伝子群などが見出された [Maeda et al., 2003]．CA10株の単離後も，カルバ
ゾール分解遺伝子群の多様性を解析するために多数のカルバゾール資化菌が単離され
た [Inoue et al., 2004]．その解析過程で得られたカルバゾール資化菌 P. putida HS01株は
pCAR1 と類似の遺伝子構造をもつプラスミドを保持することが明らかになった 
[Shintani et al., 2005a]．このプラスミドは pCAR2と命名されたが，pCAR1と同様に自己
伝達能があり，CA10株を供与菌とした pCAR1の接合伝達受容菌域より HS01株を供与
菌としたpCAR2のそれが広いことも明らかになっている [Shintani et al., 2005b]．pCAR2
の全塩基配列が決定された結果 [Takahashi et al., 2009b]，pCAR2は 2003年に決定した
pCAR1 と比べて内部で ISPre1 が 1 コピー増えており (元々は 3 コピー存在)，かつ
transposase遺伝子内部に 1塩基の置換が発見されたが (コドンの 3塩基目でアミノ酸残
基は変化せず)，その他は全く同一のプラスミドであった．なお, pCAR2との比較の過程
で，現在研究室で日常的に用いている pCAR1にも pCAR2の場合と同一な 4コピー目の
ISPre1 の挿入が起きていることも明らかになった．これは， 研究室で代々実験用に使
われている間に転移したものと考えられた．この程度の違いの場合, 同一の名前で呼称
しても構わないという意見もあるが，厳密に塩基配列に違いがあったため，最近まで
pCAR1 と呼んでいたプラスミドを pCAR1.1， pCAR2 を pCAR1.2 と改名し，
DDBJ/EMBL/Genbankに配列情報が登録された．pCAR1.1と pCAR1.2は塩基配列レベル
では 1塩基異なるプラスミドであるが，上で述べたように機能的には全く同一と言って
よいプラスミドであり，本論文では，pCAR1.1と pCAR1.2をあわせて pCAR1と呼ぶこ
とにする．これまでの研究で, γ-proteobacteriaの Pseudomonas属細菌から多くの分解プ
ラスミドが見出されている．Pseudomonas属由来のプラスミドは IncP-1～P-14群に分類
されるが，Pseudomonas属由来の分解プラスミドのほとんどは IncP-1群，IncP-2群，IncP-7
群，IncP-9 群のいずれかに属している．pCAR1 は IncP-7 群に属することが実験的に証
明されており [Shintani et al., 2006]，pCAR1は IncP-7群プラスミドとして初めて全塩基
配列が決定されたプラスミドである [Maeda et al., 2003; Takahashi et al., 2009a] (Fig. 1-2)．
現在までに全塩基配列が解読されている他の IncP-7 群プラスミドにはナフタレン分解
プラスミド pND6-1 [Li et al., 2004]，トルエン分解プラスミド pWW53 [Yano et al., 2007] 
及び pDK1 [Yano et al., 2010] の 3つの報告があり, pCAR1を含めた 4者の基本骨格はよ
く保存されている事が明らかになっている [Yano et al., 2010]．また，pCAR1の宿主域
としては，Pseudomonas属細菌と Stenotrophomonas属細菌，Delftia属細菌に保持される
ことが現在までに確認されている [Shintani et al., 2014]． 
 
1-2-2. プラスミドが機能する際の染色体との相互作用 
プラスミドの振る舞いを規定する重要な因子の一つは，プラスミドと宿主染色体上の
遺伝子発現様式である．宿主がプラスミドを持つと，プラスミド上の遺伝子が染色体由
来の因子の制御を受けるようになるが, それと同時に染色体上の遺伝子もプラスミド
由来の因子の制御を受ける場合がある．すなわち，プラスミド上の遺伝子の発現には
RNA ポリメラーゼや σ 因子をはじめとする宿主染色体由来の因子が必須であるが，染
色体上の遺伝子発現に影響を与えうるような転写制御因子 (global regulatorと呼ばれる
DNA 結合性タンパク質も含めて) をコードする遺伝子がプラスミド上に存在する場合
は，それらが染色体上の遺伝子群の発現に影響を与えることになる．こうして，染色体
とプラスミドの両方に由来する因子が協調的に機能することで，細胞全体として「プラ
スミドを保持する」ということに起因する表現型が発現することになる．この制御機構
を明らかにすることこそが，多剤耐性菌の蔓延や分解菌による環境修復などを制御する
技術の確立に欠かせない基礎情報となる． 
当研究室では，プラスミド pCAR1とその宿主である Pseudomonas属細菌を用いて, プ
ラスミドと宿主染色体上の遺伝子発現様式に着目して研究を進めてきた．これまでの研
究から，pCAR1 を異なる宿主が保持した際，宿主によって遺伝子の転写状況や表現型
が異なることが明らかとなっている [Shintani et al., 2010]．例えば，ゲノム既知の P. 
putida KT2440株，P. aeruginosa PAO1株，P. fluorescens Pf0-1株の 3種の Pseudomonas
属細菌に pCAR1を保持させ宿主のトランスクリプトーム比較を行ったところ，KT2440
株染色体では薬剤排出ポンプをコードする mexEF-oprNオペロンの転写が誘導され，実
際に宿主の抗生物質耐性能が増強されたのに対し，他の 2株ではこのような現象は見ら
れなかった．また，pCAR1 上遺伝子のトランスクリプトーム解析については宿主のゲ
ノムが解読されていない株も含めて 6種の Pseudomonas属細菌で行われており，カルバ
ゾール分解や接合伝達に関する遺伝子の転写量が宿主によって異なっていることが明
らかとなっている [Shintani et al., 2011]．宿主によって異なる表現型の例としては，
pCAR1 を保持した先の 3 株をカルバゾールを唯一の炭素源とする培地で生育させたと
ころ，pCAR1上のカルバゾール分解酵素は 3株いずれでも誘導されるが，Pf0-1株では
宿主染色体にコードされるカテコール分解酵素 (カテコールはカルバゾールの中間代
謝物) の発現が誘導されないために宿主に毒性を示すカテコールが蓄積し，生育が著し
く阻害された [Takahashi et al., 2009b]．またこれら 3宿主は pCAR1保持に伴い，非保持
株と比べて fitnessや運動性，浸透圧ストレスに対する耐性が低下することも示されてい
る [Takahashi et al., 2014]．  
以上の結果は，プラスミドはこれまで考えられてきたように宿主に付加的な形質を与
えるだけの因子ではなく，宿主染色体の遺伝子発現様式を変化させることで宿主を本質
的に変化させる因子であり，同時に，プラスミドの遺伝子発現様式も宿主によって変化
することを示している．これらの現象は，プラスミド由来の因子と染色体由来の因子が
両ゲノムの遺伝子発現様式を変化させた結果生じたもの考えられる． 
 
1-2-3. pCAR1上にコードされる核様体タンパク質 
上記 1-2-2で述べたように，プラスミド保持による様々な変化を生じさせる原因は何
であろうか？一つの可能性として，近年，プラスミド-宿主染色体間の相互作用に重要
な因子の候補として注目される核様体タンパク質 (nucleoid-associated proteins；NAPs) 
が重要な役割を果たす可能性が示唆されている．NAPsは細菌の細胞内に多数存在し，
DNAに結合し，DNAを曲げる・架橋する等，その構造を変化させることにより，数百
もの遺伝子の転写制御を行うことが知られている global regulator である [Dillon and 
Dorman, 2010] (Fig. 1-3)．一般的な転写因子のように特定の標的遺伝子の転写を制御す
るものではないため，NAPsを介したプラスミド-宿主染色体間の相互作用を解明するた
めにはオーム解析が極めて重要となる．例えば，Shigella flexneri 2a strain 2457T由来の
自己伝達性 IncHI1群メガプラスミド pSf-R27はH-NS様因子 Sfhをコードする遺伝子を
持っている．H-NS は大腸菌において DNA 結合タンパク質として単離され，遺伝子の
プロモーター領域 (特に AT-rich な領域) に結合することで多くの遺伝子の転写を抑制
する global regulator として働くことが知られている [Fang and Rimsky, 2008]．Sfh は
H-NSの機能を相補できること，H-NSと同様に湾曲した AT-rich領域に結合することが
示されていた [Beloin et al., 2003; Deighan et al., 2003]．H-NSが global regulatorとして働
くことを考慮すると，pSf-R27 を保持することで菌体内の H-NS ホモログの数が増え，
宿主の転写ネットワークに影響を与えることが予想された．そこで Salmonella enterica 
serovar Typhimurium SL1344 (以下 SL1344 と表記) と SL1344 (pSf-R27)および SL1344 
(pSf-R27Δsfh) のトランスクリプトーム比較が行われ，pSf-R27Δsfh を保持する場合は
pSf-R27を保持する場合よりも多くの遺伝子の転写変動がみられること，宿主細胞が hns
破壊株に近い phenotypeを示すことが明らかとなった [Doyle et al., 2007]．この現象は
AT-richな pSf-R27および pSf-R27Δsfhを保持することで宿主染色体由来の H-NSの多く
がプラスミドに結合して“奪われ”，染色体上に結合する H-NSの量が減少したことで宿
主の転写ネットワークが乱れた結果だと推測された [Doyle et al., 2007]．すなわち，Sfh
は H-NS と同様に AT-rich な領域に結合することで染色体上に結合する H-NS の不足を
補い, プラスミドを保持することにより宿主に生じる負荷を軽減する “stealth” 機能を
有することが提唱された [Doyle et al., 2007; Dillon et al., 2010]． 
pCAR1上にもPmr (ORF70, plasmid-encoded MvaT-like regulator), NdpA ホモログPnd 
(ORF93, plasmid-encoded NdpA-like protein)，HU ホモログPhu (ORF95a, plasmid-encoded 
HU-like protein) の3種類の核様体タンパク質がコードされている [Takeda et al., 2011]．
MvaTは，1998年に初めて，P. mevaloniiにおいてメバロン酸代謝オペロンmvaABの転写
制御因子として単離されたが [Rosenthal and Rodwell, 1998]，その後Pseudomonas属細菌
を中心にそのホモログが多数見つかっており [Diggle et al., 2002; Tendeng et al., 2003; 
Rescalli et al., 2004]，大腸菌のH-NSに相当する (機能的に相同な) global regulatorである
ことが明らかとなった [Tendeng et al., 2003]．MvaTホモログはN末端側に二量体化に関
するcoiled-coilドメイン, C末端側にhelix-turn-helixというDNA結合ドメインを有する．ま
た，H-NSと同様にホモオリゴマー・ヘテロオリゴマーを形成し，特にAT-richなDNA領
域に結合することが示されている [Rosenthal and Rodwell, 1998; Vallet-Gely et al., 2005; 
Castang et al., 2008]．ndpAはグラム陰性細菌ゲノムに広く保存される遺伝子であるが，
研究例はほとんど無く，コードされるタンパク質も機能が不明である．ただ，P. 
fluorescens SBW25株のNdpAと約30 %の相同性を示す大腸菌のYejKは，細胞から分離さ
れた核様体中のタンパク質として精製された37 kDaのタンパク質であることから 
[Murphy et al., 1999]，NdpAも核様体に存在すると予想される．HU (Histone-like Protein 
from E.coli strain U93) は1975年にin vitroでRNA polymeraseの転写活性を促進する因子と
して発見された [Rouviere-Yaniv and Gros， 1975]．HUは大腸菌では2つ，P. putidaでは3
つのホモログが染色体上にコードされており，細菌の核様体の中で一番多く含まれる約
9 kDaのタンパク質である．これらはホモダイマー・ヘテロダイマーを形成し，その存
在比率が生育段階ごとに変化すること [Claret and Rouvière -Yaniv， 1997]，4次構造ごと
に機能が異なることが示されている．N末端側にタンパク質間相互作用ドメインを，C
末端側にDNA結合ドメインを有し，ダイマー化することでDNA結合能を発揮する 
[Swinger et al., 2003; Swinger and Rice，2004; Luijsterburg et al., 2006]．HUのglobalな転写
制御メカニズムについては依然として不明な点が多いが，大腸菌におけるトランスクリ
プトーム解析によりSOS応答や酸化ストレス，浸透圧, 嫌気代謝関連遺伝子の制御に関
わることが明らかとなっている [Oberto et al., 2009] 当研究の以前の研究で，P. putida 
KT2440(pCAR1)株とそのpmr 破壊株のトランスクリプトーム比較でから，pCAR1 保持
によって転写変動する遺伝子の中にはPmrを介してpCAR1 の影響を受けるものがある
こと，さらにPmr が存在することでpCAR1の保持に伴う転写変動を抑えられている遺
伝子も存在することが明らかとなっている [Yun and Suzuki et al., 2010]．また，P. putida 
KT2440株を宿主として，pmr，pnd，phu をそれぞれ単独で破壊した場合には顕著な表現
型の変化が見られないものの，pmrを含む2つの二重破壊株 (pmrpndとpmrphu) で
は継代培養を経ることでpCAR1の構造変化および脱落が生じる頻度が高くなること 
[武田，2011年東京大学博士論文; 廣谷，2014年東京大学修士論文], pCAR1の接合伝達頻
度が低下する [松井，2014年東京大学博士論文]という興味深い表現型が見られている． 
このように，プラスミド上にコードされる NAPsの機能を理解することは，プラスミ
ドの振る舞いや役割を理解する上でも，また細菌の進化を考える上でも，非常に重要で
ある． 
 
1-1-4. プラスミドがバイオフィルム形成に与える影響 
バイオフィルム中での遺伝子水平伝播の生態学的役割について研究が行われており，
接合伝達マシーナリーがバイオフィルム形成を促進することが報告されている．例えば，
IncP-9に属するトルエン分解プラスミド pWW0を保持する P. putida KT2440株が，非保
持株よりバイオフィルム形成能が向上する [D`Alvise et al., 2010]，また大腸菌でプラス
ミド R1drd19保持する株がバイオフィルム形成能増加するなど[Yang et al., 2008]，プラ
スミド保持によるバイオフィルム形成量が変わる報告例が知られている． 
バイオフィルム中での宿主細菌の振る舞いへのプラスミドの影響を理解することは，
実環境中でのプラスミドと宿主の挙動を知る上で重要であるが，従来の研究では上記で
述べたようにバイオフィルム量の変化とプラスミドの有無の関係などの解析がほとん
どであり，生残性への影響などの知見はなく振る舞い全般についての情報は不十分な現
状である．そこで，プラスミドを保持した宿主のバイオフィルム形成変化を総合的に捉
える必要がある． 
 
1-3. 本研究の背景と目的 
当研究室グループの以前の研究で，3種のPseudomonas属細菌 (P. putida KT2440株，
P. aeruginosa PAO1株，P. fluorescens Pf0-1株) を用い，pCAR1保持株と非保持株を混合
して継代培養すると，KT2440株>PAO1株>Pf0-1株の順にpCAR1保持株の割合が早く減少
し，pCAR1の宿主への負荷が宿主ごとに異なることが明らかになっている [Takahashi et 
al., 2014]．なお、この結果はタイリングアレイよって取得したpCAR1保持に伴い転写量
が変動した宿主遺伝子の数 (KT2440 株で 1,240 個, PAO1 株で 241 個, Pf0-1 株で 92 
個)及びPhenotype MicroArrayを用いた解析により呼吸量が低下した培養条件の数の大小
と同様の傾向であった [Takahashi et al., 2014]．このような，プラスミド保持に伴い様々
な形質を示すようになった宿主が，実環境中でどのようにふるまうのかに興味が持たれ
たが，これまでのpCAR1を用いて行ってきた実験のほとんどが「コハク酸を唯一の炭素
源とする液体培地での浸とう培養条件下」という極めて人工的な条件での実験であった．
一方で，実環境中ではバイオフィルムを形成する菌が多にもかかわらず，それらの内で
プラスミド保持菌の挙動に関する知見は不足している状況である．そこで本研究では，
pCAR1とゲノム既知の Pseudomonas 属宿主 3 種 (P. putida KT2440株，P. aeruginosa 
PAO1株，P. fluorescens Pf0-1株) をモデルとして，pCAR1の保持が宿主によるバイオフ
ィルム形成に与える影響を共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察し，その後，NAPsがバ
イオフィルム形成に与える影響も調べた．次に，pCAR1保持やNAPs破壊が宿主のバイ
オフィルムを形成する時に及ぼす影響を遺伝子の転写レベルで網羅的に調べた．更に，
得られた候補遺伝子について，宿主のバイオフィルムを形成における影響について解析
を行った (第2章)．第2章で得られる知見を基に，pCAR1保持株・非保持株を混合した
バイオフィルムを形成させ，バイオフィルム内でのプラスミド保持株と非保持株の挙動
についで解析を行った (第3章)． 
浮遊菌 
マイクロコロニー 脱離 付着 発達・成熟 
可逆的付着 不可逆的付着 
Fig. 1-1. バイオフィルム形成プロセス 
Fig. 1-2. カルバゾール分解プラスミドpCAR1の全遺伝子構造 [Maeda et 
al., 2003; Takahashi et al., 2009a] 
見いだされたORFを最も外側の円上にその転写方向に応じて示した (外側の扇形が
時計回り, 内側の扇形が反時計回りに転写されるORF)．各ORFは相同性を示したタ
ンパク質の機能の種類によって色分けした．(赤色：分解系遺伝子群, 橙色：プラス
ミドの複製・保持, 緑色：プラスミドの接合伝達, 黄緑色：輸送タンパク・膜タンパ
ク質, ピンク：その他の機能, 青色：転移因子・挿入因子, 灰色：既知の機能未知タ
ンパク質と相同性を示すORF, 黄色：既知の機能未知タンパク質と相同性を示さな
いORF)．過去の転写解析及びタイリングアレイデータより推定された転写単位 
(#0.1 - #47.1, 全74個) をその向きとともに示す．内側の赤線は各ORFのGC含量を示
す．破線がpCAR1全体の平均GC 含量である56％を示す．またTn4676, ISPre1 - 
ISpre4位置を外側の青色の扇型で示した． 
Fig. 1-3. 核様体タンパク質とDNAの結合様式 [Luijsterburg et al., 2008] 
赤線はDNAを表す．緑色の丸 (bridger) はbridgingによりDNAと結合する核様体タン
パク質を, 青色の楕円 (bender) はbendingによりDNAと結合する核様体タンパク質を, 
紫色の円および楕円 (wrapper) はwrappingによりDNAと結合する核様体タンパク質
を表す． 
第 2 章 
pCAR1 が宿主のバイオフィルム形成に与える影響の解析 
 
2-1. 緒言 
本章では，カルバゾール分解プラスミド pCAR1とその宿主として 3種の Pseudomonas
属細菌 (P. putida KT2440 株， P. aeruginosa PAO1 株， P. fluorescens Pf0-1 株) を用いて，
pCAR1 を保持することで宿主のバイオフィルム形成がどの様な影響を受けるのかを，
共焦点レーザー顕微鏡を用いて経時的に観察を行った． 
また，プラスミド pCAR1 上にコードされている 3 種類の NAPs がバイオフィルム形
成に与える影響を明らかにするため，各 NAPs をコードする遺伝子 (pmr, phu, pnd) の単
独破壊株，二重破壊株および相補株を用いて，バイオフィルムの様々な表現型を比較す
ることで各 NAPs の除去が宿主のバイオフィルム形成に与える影響を調べた． 
その結果，KT2440 株特異的に保持株が形成するバイオフィルムはフラットになり，
繊維状化した菌体が多く認められた．また，∆pmr/Δphu と Δpmr/Δpnd の 2 組の二重破
壊株で繊維状化の亢進が見られ，その原因を探るため，pCAR1 保持や NAPs 遺伝子の
破壊がバイオフィルム形成時のトランスクリプトームに及ぼす影響を高密度タイリン
グアレイで解析を行った．その結果，繊維状化の原因遺伝子，あるいは繊維状化を亢進
する遺伝子と考えられる 32 個の候補遺伝子の取得ができた．そこで，選抜された遺伝
子について高発現株を作製し，これらがバイオフィルム形成に及ぼす影響を解析した． 
 
 
 
 
 
 
 
  
2-2. 材料と方法 
2-2-1. 使用した菌株，プラスミド，培地 
本章で使用した培地を Table 2-1 に，培地にストックとして添加した試薬とその終濃
度を Table 2-2 に，使用した菌株およびプラスミドを Table 2-3 にそれぞれ示す．以降，
特に濃度を明記しない場合は Table 2-2 の終濃度に従って添加したものとする． 
Pseudomonas属細菌は LB培地またはカルバゾールを添加したNMM-4培地 (carbon-free 
nitrogen plus mineral medium 4) において 30°C で培養し，大腸菌は LB 培地で 37°C で培
養した．平板培地には細菌培地用寒天粉末 (Wako Pure Chemical Industries, Ltd) または
微生物培養用精製寒天末 (Nakarai Tesque, Inc., Kyoto, Japan) を培地に対して 1.6 % 
(wt/vol) となるように加えた．カルバゾールを添加した NMM-4 培地で平板培地を作製
には，カルバゾールを含まない層の上にカルバゾールを懸濁した層を薄く重ねることで
クリア―ゾーン形成を短時間で観察できるようにした (以下 CAR プレートと表記)． 
 
 
 
Table 2-1. 本章で用いた培地 
LB medium      NMM-4 medium  
Bacto tryptone 10 g       Na2HPO4 2.2 g 
Yeast extract  5 g       KH2PO4 0.8 g 
NaCl 10 g       NH4NO3 3.0 g 
pH 7.0        FeCl3･6H2O* 0.01 g 
per liter      MgSO4･7H2O* 0.2 g 
        CaCl2･6H2O* 0.01 g 
        pH7.0  
      per liter 
*オートクレーブ後に，別に調製しておいたストックとして加えた (Table 2-2 を参照) 
 
 
 
Table 2-2. 本章で培地に加えた添加物 
添加物 略称 終濃度 ストック濃度 溶媒 
炭素源・エネルギー源     
  Carbazole (plate culture) CAR 1 mg/ml 40 mg/ml DMSO* 
  Carbazole (liquid culture) CAR 1 mg/ml 100 mg/ml DMSO* 
  Succinate SUC 1 mg/ml 100 mg/ml H2O 
抗生物質     
Gentamycin Gm 30 μg/ml 30 mg/ml H2O 
ミネラル     
  FeCl3･6H2O  - 10 μg/ml 10 mg/ml H2O 
  MgSO4･7H2O - 200 μg/ml 200 mg/ml H2O 
  CaCl2･6H2O - 10 μg/ml 10 mg/ml H2O 
*dimethylsulfoxide 
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2-2-2. 試薬，酵素，基本的な実験操作 
本研究で使用した制限酵素およびその他の酵素類は，タカラバイオ株式会社 (Takara 
Bio)，東洋紡績株式会社 (Toyobo) のものを添付のプロトコールの指示に従って用いた．
ベクターとDNA断片の連結は Ligation High (Toyobo) または Ligation High ver.2 
(Toyobo) を添付のプロトコールに従って用い，反応液を直接大腸菌の形質転換に使用
した．「アガロースゲル電気泳動とゲルからのDNA の回収」，「コンピテントセルの
作製」，「大腸菌の形質転換」，「大腸菌からのプラスミドの抽出」，については，補
章1 に詳細な手順を記した． 
 
2-2-3. PCR，使用したプライマー 
PCR は KOD-Plus (Toyobo) を DNA polymerase として用い，添付のプロトコールに従
って行った．サーマルサイクラーには PCR Thermal Cycler Standard (Takara Bio, Shiga, 
Japan) を用い，以下のプログラムで行った．本章で使用したプライマー (シグマアルド
リッチジャパン及びライフテクロジーズジャパンに合成を依頼した) は Table 2-4 に示
した． 
 
＜反応サイクル＞ 
  
94°C  2 min  
↓  
98°C  10 sec  
58°C  30 sec 40 cycles 
68°C  2 min  
↓  
4°C  ∞  
 
 
Table 2-4. 本章で使用したプライマー 
Primer Sequence (5’ → 3’) Reference 
For sequencing of PCR-fragment cloned into pZErO-2-vector  
PP_0322-F GAATTCAAGGAGAATACACAATGTTCAGCAAGC This study 
PP_0322-R CTGCAGTCAGCGGTAGACAGGGAAAT This study 
PP_0324-F GAATTCAAGGAGACACCGTCATGTTGCATATTT This study 
PP_0324-R CTGCAGTCATACTTTTTCCCCTTGGC This study 
PP_0328-F GAATTCAAGGAGATAAGAGCATGTCTGGCAATC This study 
PP_0328-R CTGCAGTTACGCCGCACCCCACATTT This study 
PP_0704-F GAATTCAAGGAGACTCTACGATGCAGATCAACG This study 
PP_0704-R CTGCAGTCAGGCATCGGCATAGCGCA This study 
PP_0894-F GAATTCAAGGAGAATGTTCCATGACCGCAACCG This study 
PP_0894-R CTGCAGTCAGGCAACCTGCTCCACCC This study 
PP_1616-F GAATTCAAGGAGAGAGACCTTTGATGATCAAGT This study 
PP_1616-R CTGCAGTCAGAAGTGGATCACGCTAC This study 
PP_1617-F GAATTCAAGGAGAGTCTGTCATGAGCCTGGATA This study 
PP_1617-R CTGCAGTTAAACCCGCCCCAGTGCCA This study 
PP_1741-F GAATTCAAGGAGAGGATGCTTTGATGGCAACTT This study 
PP_1741-R CTGCAGTTACTTGCCAGTCCACTCCT This study 
PP_2183-F GAATTCAAGGAGACCGCTGTATGCCTGATGAAT This study 
PP_2183-R CTGCAGTCAGCATGCTGAGTCCTCCC This study 
PP_4665-F GAATTCAAGGAGATTGTGCCATGTCCGATTTCA This study 
PP_4665-R CTGCAGTCAGGCGAAGACGAAATACT This study 
PP_4858-F GAATTCAAGGAGACGAAATCATGAAACGCCATC This study 
PP_4858-R CTGCAGTCAGCTCACACGGCTGAGTT This study 
PP_5306-F GAATTCAAGGAGAGGCCAGCATGACACGTACTC This study 
PP_5306-R CTGCAGTTACCCCACTTTCACCATGT This study 
PP_0308-F TCTAGAAAGGAGACAGCCTGATGAGCCCAGCCG This study 
PP_0308-R AAGCTTTTACTCGCCCCAGACATCCT This study 
PP_0309-F TCTAGAAAGGAGAAGTTTCCATGGCCAAAATCG This study 
PP_0309-R AAGCTTTTACAACGGCTTTGTAACGA This study 
PP_0310-F TCTAGAAAGGAGATAGCGTCATGGCATTCGAAG This study 
PP_0310-R AAGCTTTCAGAAGTCCTTGCACAGGC This study 
PP_0315-F TCTAGAAAGGAGAATACACGATGGACGTCACCG This study 
PP_0315-R AAGCTTCTACTGCGCCTGCACTTCTT This study 
PP_0316-F TCTAGAAAGGAGAGCTGGAGATGAACATGTCCG This study 
PP_0316-R AAGCTTTCAGTAATCGATCCGCACAT This study 
PP_0327-F TCTAGAAAGGAGACAAGAACATGAGTCGGGCAC This study 
PP_0327-R AAGCTTTTACAGAACGACAGTCCGGT This study 
PP_0895-F TCTAGAAAGGAGAGCCAAACATGGAAATACGCC This study 
PP_0895-R AAGCTTTCATACCGGCAGTGCCTTGA This study 
PP_2791-F TCTAGAAAGGAGACTGACTTTTGAAGAGTTGGC This study 
PP_2791-R AAGCTTTCATGGCGCTTCGGCTCCGG This study 
PP_4859-F TCTAGAAAGGAGACCGCATCATGCTGCCGCGCG This study 
PP_4859-R AAGCTTTCAGTAGCCTGGGTTGCCGA This study 
PP_5033-F TCTAGAAAGGAGACTTTCCCGTGACCGACAACA This study 
PP_5033-R AAGCTTTCAGCCGGTGATCATCGGCA This study 
PP_0311-F GAATTCAAGGAGAGCCTCCCATGTTGAACACCC This study 
PP_0311-R TCTAGATCAGTGCACCTCCGCAGGTT This study 
PP_0323-F GAATTCAAGGAGAACACACCATGCAACGTTACT This study 
PP_0323-R TCTAGATTAGTGGGCGACGGCGGCGG This study 
PP_0325-F GAATTCAAGGAGAAAAAAGTATGAGCCAGACCT This study 
PP_0325-R TCTAGATTAGACGTTCTGCCGCTCAC This study 
PP_2184-F GAATTCAAGGAGATCAACGGTTGCCGGGAGGAC This study 
PP_2184-R TCTAGATCACTGTGCGGCCTCCGTGG This study 
PP_2185-F GAATTCAAGGAGACCGCACAGTGATCAATTTCT This study 
PP_2185-R TCTAGATCATCGGCGAACCTCGGCTT This study 
PP_3191-F GAATTCAAGGAGACACGCTCTTGCTGTTTGTGG This study 
PP_3191-R TCTAGATCATTGAACGGCCTCGAGGA This study 
PP_4389-F GAATTCAAGGAGAAGCCGACATGACCACCACCA This study 
PP_4389-R TCTAGACTAGATGCCGATGCTTTGGA This study 
PP_3190-F GAATTCAAGGAGACCGTTCAATGAGGGTCTTCA This study 
PP_3190-R TCTAGATCAGGTGCACAGGGCGGCCA This study 
PP_0913-F TCTAGAAAGGAGAACCAATAATGATTCGAATGC This study 
PP_0913-R GGTACCTCAGAACTCGTGATCCGCAG This study 
PP_2193-F GAATTCAAGGAGATTACGACTTGTCAGGAAGCT This study 
PP_2193-R AAGCTTTCAGTAAGCCATGCTCCAGC This study 
Underlined nucleotides represent artificial restriction sites. 
 
2-2-4. 過剰発現株の作製 
32 個の候補遺伝子についで，Table 2-4 に示す制限酵素サイトを付加したプライマー
セットと鋳型 P. putida KT2440 の total DNA を用いた PCR によって目的の各断を増幅し
た．各 PCR 産物の塩基配列を確認した後，その領域を含む EcoRI-PstI, EcoRI-BamHI, 
EcoRI-XbaI, EcoRI-SphI, or XbaI-HindIII 断片を pZErO™-2 ベクター (Invitrogen, Carlsbad, 
CA) のクローニングサイトに挿入した．過剰発現をするプラスミドとしてアラビノー
ス誘導性の pBBad18K [Sukchawalit et al., 1999] を用いた．マルチクローニングサイト内
に同様の制限酵素処理した pBBad18K にライゲーションすることで挿入した．作製した
プラスミドをそれぞれエレクトロポレーションによる法によって導入した．各遺伝子の
発現は終濃度 0.02 mM のアラビノースの添加により誘導した。エレクトロポレーショ
ン用のP. putida KT2440株やP. putida KT2440(pCAR1)株のコンピテントセルの調製につ
いては，補章 1 に詳細な手順を記した． 
 
2-2-5. エレクトロポレーション法による形質転換 
P. putida KT2440 株及び P. putida KT2440 (pCAR1) 株に対して，作製したプラスミド
をそれぞれ 100 μl のコンピテントセルに 2 μl ずつ入れ GENE PULSER II (Bio-Rad) 及び
Gene Pulser Cuvette 0.1 cm (Bio-Rad) を用いてエレクトロポレーションを行った．15 kV / 
cm，25 μF，200 Ω の条件で形質転換を行った． 
 
2-2-6. バイオフィルムの形成試験 
 
・静置培養系 
各宿主の pCAR1 保持株・非保持株の，グリセロールストックを白金耳で LB 寒天培
地にストリークし，30°C で培養した (24 時間以内)．出現したシングルコロニーを滅菌
つまようじを用いて，LB 寒天培地と CAR プレートに 10 個程度パッチし，30°C で培養
した (24 時間以内)．まず，pCAR1 保持株は CAR プレート上で CAR 資化能を有するこ
とを確認し，pCAR1 非保持株は CAR 資化能を持たないことを確認した．分解能を持つ
菌体が CAR プレート上で生育すると CAR を資化し，コロニー周辺にクリアゾーンと呼
ばれる透明な部位を形成する．そのため，CAR 分解能を有する pCAR1 保持株を検出す
ることができる．次に，それぞれの LB 寒天培地上のコロニーを白金耳で 5 ml の LB 液
体培地に植菌し，30°C，300 rpm で 14-15 時間培養した (前培養)．得られた培養液を 35 
mm の底がガラスになっているシャーレ (IWAKI, Tokyo, Japan) に OD600が 0.01 となる
ように植菌し，それを 60° 程度傾けた状態で，30°C で静置培養した．適当な時間で培
養をやめ，2-2-7 に示す方法で共焦点レーザー顕微鏡によるバイオフィルムの観察を行
った．実験の概略を Fig. 2-1 示す． 
 
・連続培養系 
バイオフィルムの連続培養には，フローリアクター法を用いた [Palmer, 1999]．LB 液
体培地で 30°C，300 rpm で 14-15 時間振とう培養して前培養液を得た．これを，10 倍希
釈した LB 培地 (1/10LB ) で OD600が 0.01 になるように希釈した．次に，300 μl の細胞
懸濁液を三方活栓によりフローセル (流路サイズ 1 x 4 x 40 mm, H x W x L) (Stovall Life 
Science, Greensboro, NC, USA) の下流からに注入した．この状態で，室温にて 1 時間静
置することで微生物に付着を促した．最後に，0.2 ml/min の速度で 1/10LB 培地の連続
供給を開始し，30°C で 24 時間培養を行った．顕微鏡観察は，2-2-7 に示す方法で共焦
点レーザー顕微鏡による培養開始後 24 時間のバイオフィルムの観察を行った．本シス
テムの各部位の各称と役割について，Fig. 2-2 に示す． 
 
2-2-7. 共焦点レーザー顕微鏡によるバイオフィルムの観察及び画像獲得 
共焦点顕微鏡画像の取得には，40 倍 Plan-Apochromat 対物レンズ (開口数 1.4) を装備
した Carl Zeiss LSM710 共焦点レーザー顕微鏡 (Carl Zeiss, Jena, Germany) を用いた．デ
ータ取得・観察は筑波大学院生命環境科の野村暢彦教授の研究室から機器を借りて行っ
た．バイオフィルムの可視化には COCRM (Continuous Optimizing Confocal Reflection 
Microscopy) 法 [Yawata et al., 2008] を用いた．本手法は，バイオフィルムの三次元構造
を非破壊，非染色で可視化することが可能となり，つまりバイオフィルムを生きた状態
で観察や解析などができる手法である．共焦点反射顕微鏡法においてはバイオフィルム
をピーク波長 514 nm のヘリウムネオンレンズで照明し，反射光を 505-530 nm バンドパ
スフィルタ－を通して検出した．獲得した画像からバイオフィルムのバイオマスや厚さ
を定量するため，COMSTAT [Heydorn et al., 2000]というソフトウェアを使って解析を行
った． 
 
2-2-8. FM4-64 染色 
FM4-64 染色液 (Invitrogen) による染色は，上記 2-2-6 (静置培養系) において記した
方法で，底ガラスシャーレを用いて 30°C で静置培養したものを染色して観察に供した．
具体的には，適当な時間の培養後にシャーレの培養液を捨て，終濃度 0.2 μM の FM4-64
染色液を 1 ml 加えて室温で約 20 分間静置培養した．最後に，2-2-7 に示す方法で共焦
点レーザー顕微鏡による 6 時間目と 12 時間目に観察を行った． 
 
2-2-9. pCAR1 保持率測定試験 
KT2440(pCAR1)株，単独破壊株，二重破壊株および相補株が，バイオフィルム状態と
浮遊状態での培養時にそれぞれ pCAR1 を安定に保持できるのかを調べた．実験の詳細
な手順と概略を Fig. 2-3 と補章 1 に記した． 
 
2-2-10. タイリングアレイによるトランスクリプトーム解析 
＜用いた DNA チップ＞ 
Affymetrix 社 (Santa Clara, CA) のカスタムタイリングアレイを，P. putida KT2440 株
の染色体DNA配列と pCAR1のDNA配列を基に同社のCustom Express Array Programに
よってそれぞれ設計したものを用いた．染色体のタイリングアレイについては，染色体
DNA の両鎖について 25 mer の DNA プローブが 1,110,578 本，11 塩基密度で敷き詰めら
れている (Fig. 2-4A)．pCAR1 のタイリングアレイについては，pCAR1 の DNA の両鎖
について 25 mer の DNA プローブが 43,750 本，9 塩基密度で敷き詰められている．各プ
ローブは perfect match (PM)と miss match (MM) で 1 組となっており，PM と MM のシグ
ナルに有意に差が認められるとき“cDNA がハイブリしている”として検出する． 
 
＜サンプルの調製＞ 
各株を Fig. 2-1 に示す方法で 5 ml の LB 液体培地で 30°C，14 h，300 rpm で振とう培養
した後，1 ml の LB 培地を含むシャーレに初期 OD600が 0.01 となるように植菌し，30°C
で静置培養した．OD600が 0.35 から 0.4 の間の増殖期に達した時点，すなわちバイオフ
ィルムが最も形成された時点でシャーレに付着してある菌体よりサンプルを調製した．
各サンプルとも独立した 2 つのフラスコで培養した 2 連のサンプルを用意した．cDNA
合成・ラベリング・断片化およびハイブリダイゼーション・検出は Affymetrix 社の推奨
条件に準じて行った．なお，cDNA 合成の際には，DNA の複製や転写を阻害する抗生
物質 actinomycin D (以下 ActD) を逆転写反応液に加えることでアンチセンス側の非特
異的なシグナルを抑制することができるという知見 [Perocchi et al., 2007] に基づき，逆
転写反応液に終濃度 6 µg/ml の ActD を添加して逆転写反応を行った．また，RNA マッ
ピングの詳細な手順は補章 1 に示す． 
 
＜検出後のデータ処理＞ 
Affymetrix 社の Tiling Analysis Software Ver1.1.02 を用いて行い，1 連分のデータは前後
2本のプローブと合わせた 3本のプローブの中央値をそのプローブのシグナル値とした 
(ソフトウェアの設定で Bandwidth = 30 とした)．シグナル値が 1 のプローブ (1 はシグ
ナル値の最小値でハイブリが認められないことを示す) を除いた全プローブの中央値
が 100 となるように標準化した．また，データベースに登録されている最新のアノテー
ション情報を用い，各 ORF 内領域に敷き詰められているセンス側プローブのシグナル
値の中央値を計算し，その ORF の転写量の代表値とした． 
 
<オペロンの中央値の抽出> 
フリー統計解析ソフト「R」を用いて，当研究室の宮腰らによって定義されたpCAR1
上のオペロン [Miyakoshi et al., 2009] に基づいて，各オペロン内に入るセンス側プロー
ブを抽出しそれらのシグナル値の平均値を計算し，そのオペロンの代表値とした (Fig. 
2-4B)．「R」はver. 2.1.0 またはver. 2.7.0を，筑波大学のCRAN 
(http://cran.md.tsukuba.ac.jp/bin/windows/base/rpatched.html) より日本語化パッチ済みのも
のをダウンロードして用いた． 
 
＜2 倍以上転写変動した遺伝子の抽出＞ 
2 株間で 2 倍以上転写変動した遺伝子を抽出する方法を以下に示す．株 A (2 連のサン
プルをそれぞれ A1，A2 とする) と株 B (2 連のサンプルをそれぞれ B1，B2 とする)で
比較を行う際には，まず A1 と B1 のデータセットに対して KT2440 株染色体上 5,398 個
の ORF の転写量について fold change の値を算出する．求めた 5,398 個の fold change の
値でヒストグラムを描き，ヒストグラムのピークを fold change の“基準値”とする．
基準値よりも 2 倍以上高い fold change を示したものを“転写量が増加した”遺伝子，2
分の 1 以下の fold change を示したものを“転写量が減少した”遺伝子とする．これを 4
組のデータセット全てで行い，全ての組み合わせで転写量が増加した遺伝子，および転
写量が減少した遺伝子を転写変動した遺伝子として抽出した．pCAR1上の 192個のORF
に対しても同様の抽出を行った．なお，シグナル値が 64 未満のものは 2 連間の再現性
が低かったため“転写されていない”とみなした． 
 
＜解析に用いたアノテ―ション情報＞ 
アノテ―ション情報を Pseudomonas Genome Database の Web サイト  
(http://www.pseudomonas.com/) により CSV 形式でダウンロードして使用した．宿主の
ORF 数 (rRNA, tRNA, small RNA を除いたもの) を示す (Table 2-5)． 
 
 
Table 2-5. 宿主のアノテ―ジョン情報 
菌株名 Ref Seq 番号 リリース日 ORF 数 
Pseudomonas putida KT2440 NC_002947 2010年 7月 22日 5350 
 
 
 
 
 
 
  
2-3. 結果 
 
2-3-1. pCAR1 保持が宿主のバイオフィルム形成に与える影響の観察 
（Lee et al., 2014, Environmental Microbiology report 及び修士論文より改変・引用） 
3 種の Pseudomonas 属細菌の pCAR1 保持株・非保持株を，各々Fig. 2-1 に示す方法で
LB 培地を用いて静置培養した．2-2-7 に示す方法で，共焦点レーザー顕微鏡により気液
界面付近に形成されるバイオフィルムの形成様式を，3 時間ごとに観察した． 
まず，P. putida KT2440 株を経時的に観察したところ，pCAR1 保持株・非保持株とも
培養後 3 時間目にバイオフィルムが形成され，18 時間目にはがれていくことが観察さ
れた (Fig. 2-5)．形状を詳細に比較するためバイオフィルム形成開始 12 時間目の画像を
拡大したところ，pCAR1 保持の KT2440(pCAR1)株は厚さ 16μm 程度で繊維状 
(filamentous) のフラット状のバイオフィルムを，pCAR1 非保持の KT2440 株は厚さ 55 
μm マッシュルーム状のバイオフィルムになる現象が観察された (Fig. 2-6)．次に，P. 
aeruginosa PAO1 株や P. fluorescens Pf0-1 株が pCAR1 保持・非保持で形成するバイオフ
ィルムの形状を観察したところ，両株も 3 時間目にバイオフィルムが形成され，18 時
間目にはがれていくことが観察されたが (Fig. 2-7, Fig. 2-8)，バイオフィルムの形状に
pCAR1 の保持は影響せず (Fig. 2-9)，さらに P. putida KT2440 株の場合よりバイオフィ
ルム形成量が低い傾向が認められた．このような状況から， Fig. 2-6 に示した pCAR1
保持に伴うバイオフィルムの繊維状化・フラット化という影響は P. putida に特異的であ
る可能性が示唆された． 
次に，培養方法の変化によるバイオフィルム形成様式を評価した．まず，フローセル 
(flowcell) を用いた連続観察系で KT2440 株のバイオフィルム形成の過程をリアルタイ
ム非破壊で観察した結果，pCAR1 保持の KT2440(pCAR1)株は繊維状のバイオフィルム
を，pCAR1 非保持の KT2440 株はマッシュルーム状のバイオフィルムになり，静置培養
系と同じように繊維状になる様子が観察された (Fig. 2-10)．また，振とう培養系で
KT2440 株のバイオフィルム形成の過程を FM4-64 染色や共焦点レーザー顕微鏡による
観察したところ，pCAR1 保持・非保持いずれの場合も繊維化は起こらないことが観察
された (Fig. 2-11)．以上の結果を受けて，本研究では pCAR1 を保持した際に菌体が繊
維状になる形質に注目し，KT2440 株だけを用いて以降の解析を行うことにした． 
まず，バイオフィルム内の細胞形態がプラスミドの保持により変化する現象が他のプ
ラスミドでも起こるのかについて調べた．pCAR1 と異なる Inc グループに属するナフタ
レン分解プラスミド NAH7 (IncP-1, 80kb) と薬剤耐性プラスミド RP4 (IncP-9, 60kb) 保
持する KT2440 株を用いて，上で行ったのと同様な静置培養系での観察を行った．NAH7
と RP4 は高橋が作製した株を使用した [高橋，2012 年東京大学博士論文]．なお RP4 と
NAH7 の環状遺伝子マップを補章 Fig. 1，Fig. 2 にそれぞれ示す．その結果，
KT2440(NAH7)株と KT2440(RP4)株のいずれの場合も時間経過と共にバイオフィルムが
形成されて，はがれていくことが観察されたが (データ示さず)，pCAR1 の場合に観察
されたような繊維状化は起こらないことが観察された  (Fig. 2-12)．また，
KT2440(pCAR1)株よりバイオフィルム形成量が少ない傾向が見られた． 
次に，KT2440 株が pCAR1 保持により細胞が長く伸びている表現型は，細胞分裂が滞
って一細胞が伸びている，あるいは分裂は進行するが分裂後の細胞が分離してない 2 つ
の可能性が考えられる．これを確認するため，KT2440 株と KT2440(pCAR1)株をそれぞ
れ 2-2-6 に示す方法にて LB 液体培地で静置培養し，培養開始後 6，12 時間目に 2-2-8
に示す方法で染色して共焦点顕微鏡を用いて観察を行った．その結果，KT2440 株では
6，12 時間で一つの細胞が繋がっていることは見えたが，細胞が長く伸びている様子は
観察できなかった (Fig. 2-13A)．一方，KT2440(pCAR1)株の場合，一つの細胞が繋がっ
ている様子や，一細胞が長く伸びている様子の両方が観察できた (Fig. 2-13B)．さらに，
pCAR1 保持細胞は細胞の長軸の平均サイズが 5 μm であったのに対し，非保持細胞では
平均 2 μm と，pCAR1 保持細胞の方が細胞が伸長していることが明らかになった (Fig. 
2-13)． 
 
2-3-2. NAPs の除去が宿主のバイオフィルム形成に与える影響 
（Lee et al., 2014, Environmental Microbiology Report 及び修士論文より改変・引用） 
pCAR1 上にコードされた 3 種の NAPs (Pmr, Phu, Pnd) が，上記の pCAR1 を保持した
際の繊維状化に関与するか否かを明らかにするため，pmr，pnd，phu をそれぞれ除去し
た単独破壊株・2 つずつ除去した二重破壊株の観察を行った．単独破壊株と二重破壊株
は武田らが作製した株を使用し，作製方法について概略図を補章 Fig. 3 に示す [武田，
2011 年東京大学博士論文]． 
 
(1) 単独破壊株の観察 
単独破壊株 [ (KT2440(pCAR1∆pmr)，KT2440(pCAR1∆pnd)，KT2440(pCAR1∆phu) ] を
Fig. 2-1 に示す方法で各々LB 液体培地で静置培養し，2-2-7 に示す方法で共焦点レーザ
ー顕微鏡により気液界面付近に形成されるバイオフィルムの形成様式を 3 時間ごとに
観察した．いずれの株も 3 時間目にバイオフィルムが形成され，18 時間目にはがれて
いくことが観察され (Fig. 2-14)，野生型株である KT2440(pCAR1)株と比べて同程度に繊
維状になり差が見られなかった (Fig. 2-15A)． 
 
(1)-1 単独破壊株と野生株の pCAR1 保持率比較 
本研究開始以前に，pmr 破壊株が作製されており，その解析から pmr を破壊すること
により pCAR1 上にコードされるプラスミドの分配に関する parA，parB の転写量が減少
することが明らかになっていた [Yun and Suzuki et al., 2010]．このことから，武田らは
pCAR1 が不安定化している可能性を考え，以前の研究とは異なる方法 (以前は pmr 破
壊に利用した Gm cassette 除去していないもの，今回は完全に除去したもの) により 3
種の pmr，pnd，phu の破壊株を作製し，各株および KT2440(pCAR1)株をコハク酸を唯
一炭素源とする液体培地で継代培養し pCAR1 の保持率を比較したが，野生株と同様に
pCAR1 を安定に保持することが明らかになっていた [武田, 2011 年東京大学博士論文; 
廣谷, 2014 年東京大学修士論文]．同様の懸念から，バイオフィルム形成するに伴って
pCAR1 が脱落していく可能性を検討するためにバイオフィルム状態，浮遊状態両方で
pCAR1 安定性実験行った． 
まず，Fig. 2-1に示した方法で静置培養し，2-2-9や Fig. 2-3に示した方法に従って CAR
資化能を有する株の割合を測定した．バイオフィルムを形成し始める 3 時間目と，はが
れていく 18 時間目の各株，各状態でそれぞれ 100 コロニーずつ CAR プレートにパッ
チして培養することでクリアゾーンの有無により CAR 資化能の保持率を測定した．バ
イオフィルム状態および浮遊状態で 2 連の実験を行った結果，KT2440(pCAR1)株および
3 株の単独破壊株でいずれも 99 % 以上の CAR 資化能を安定に保持し，保持率に差は認
められなかった (Fig. 2-16, Fig. 2-17)． 
 
 
(2) 二重破壊株の観察 
NAPs は他の NAPs と協調的に作用しあいながら遺伝子の転写制御を行うことが知ら
れているため [Dillon and Dorman, 2010]， pCAR1 上にコードされる 3 種の NAPs も互い
に協調的に作用する可能性が考えられた．そこで各 NAPs 遺伝子を 2 つずつ除去した二
重破壊株 KT2440(pCAR1ΔpmrΔpnd)株，KT2440(pCAR1ΔpmrΔphu)株，および
KT2440(pCAR1ΔpndΔphu)株を用いて，LB 液体培地で静置培養し，共焦点レーザー顕微
鏡によりバイオフィルムの形成様式を 3 時間ごとに観察することで表現型に差が生じ
るかどうかを調べた．その結果，KT2440(pCAR1∆pnd∆phu)株では 3 時間目にバイオフ
ィルムが形成され，18 時間目にはがれていくことが観察されたが (Fig. 2-18C)，
KT2440(pCAR1)株と比べて同程度に繊維状化しており，形状に差は見られなかった 
(Fig. 2-15B)．一方，KT2440(pCAR1∆pmr∆pnd)株及び KT2440(pCAR1∆pmr∆phu)株では時
間とともにバイオフィルムが形成され，はがれていくことが観察され (Fig. 2-18A, B)，
KT2440(pCAR1)株より菌体が繊維状化しやすいことが観察された (Fig. 2-15B)．また，
フローセルを用いた連続観察系でバイオフィルム形成様式の観察を行ったところ，静置
培養系同じく KT2440(pCAR1)株より菌体が繊維状化しやすい様子が観察された (Fig. 
2-19)． 
 
(2)-1 二重破壊株と野生株の pCAR1 保持率比較 
以前の武田の実験では，3 種の pmr，pnd，phu 遺伝子のうち 2 つずつ除去した二重破
壊株と野生株である KT2440(pCAR1)株をコハク酸を唯一炭素源とする液体培養で継代
培養し pCAR1 の保持率を比較していた．その結果から，KT2440(pCAR1∆pmr∆pnd)株及
び KT2440(pCAR1∆pmr∆phu)株において，継代 1 回目では pCAR1 をかろうじて安定に
保持していたが，継代 5 回目では pCAR1 の脱落頻度が増加することが明らかになって
いた[2011 年東京大学博士論文; 廣谷, 2014 年東京大学修士論文] この結果から，本研究
において行ったような二重破壊株を用いたバイオフィルム形成実験においても pCAR1
が不安定化している可能性を考え，バイオフィルム状態，浮遊状態の双方の状態の細胞
中での pCAR1 の安定性を評価した． 
二重破壊株および KT2440(pCAR1)株を Fig. 2-1 に示した方法で静置培養し，2-2-9 や
Fig. 2-3 に示した方法に従って CAR 資化能を有する株の割合を測定した．バイオフィル
ムが形成し始める 3 時間目とはがれていく 18 時間目の各株，各状態をそれぞれ 100 コ
ロニーずつ CAR プレートにパッチすることで CAR 資化能の保持率を測定した．バイ
オフィルム状態および浮遊状態で 2 連の実験を行った結果，KT2440(pCAR1)株および 3
株の二重破壊株でいずれも 97 % 以上の CAR 資化能を安定に保持し，保持率に差は認
められなかった (Fig. 2-20, Fig. 2-21)． 
 
(3) 相補株の観察 
二重破壊株の結果から，pCAR1 を保持する KT2440 株では∆pmr∆pnd，あるいは
∆pmr∆phu の 2 種の二重破壊によって“KT2440(pCAR1)株よりバイオフィルムの繊維状
化が激しくなる”という表現型を示すことが明らかとなったが，この表現型が“NAPs
遺伝子を破壊したことに起因する”ことを示すためには相補実験を行う必要がある．そ
こで，各二重破壊株に NAPs をコードする遺伝子を相補し，上記表現型が観察されなく
なるかどうかを調べることとした．なお，各 NAPs 遺伝子の単独破壊株では繊維状化の
亢進は見られないことから，ここでの相補株は KT2440(pCAR1∆pmr∆pnd)株と
KT2440(pCAR1∆pmr∆phu)株に対し pmr 遺伝子をプロモーターごと相補したものを用い
ることにした．この相補株は以前当研究室の武田によって作成されていたもので [武田，
2011 年東京大学博士論文]，上流及び下流の ORF までの距離が長く，高密度タイリング
アレイを用いたRNAマッピング解析によりmRNAが転写されていないことが明らかと
なった pCAR1 上の ORF98-99 遺伝子間領域に，pmr とそのプロモーター領域を導入す
ることで，他の遺伝子の転写を阻害することなく pmr を intact に近い状態で発現・相補
するものである． 
相補株 KT2440(pCAR1[∆pmr∆phu]::pmr)および KT2440(pCAR1[∆pmr∆pnd]::pmr)を
2-2-2 に示した方法で静置培養し，共焦点レーザー顕微鏡によるバイオフィルムの観察
を行った結果，他の場合と同様に培養後 3 時間目にバイオフィルムが形成され，18 時
間目にはがれていくことが観察された(データ示さず)．いずれの相補株も単独破壊株と
同様の表現型に回復したことから，二重破壊株の表現型が pCAR1 上の 3 つの核様体タ
ンパク質遺伝子のうち pmr を含む 2 つの除去により発現したことが裏付けられた (Fig. 
2-22)． 
 
(3)-1 相補株の pCAR1 保持率測定 
相補株 KT2440(pCAR1[∆pmr∆phu]::pmr)および KT2440(pCAR1[∆pmr∆pnd]::pmr)株を
静置培養し，バイオフィルム状態，浮遊状態でそれぞれ CAR 資化能を有する株の割合
を測定した．バイオフィルムが形成し始める 3時間目とはがれていく 18時間目の各株，
各状態をそれぞれ 100 コロニーずつ CAR プレートにパッチすることで CAR 資化能の
保持率を測定した．イオフィルム状態および浮遊状態で 2 連の実験を行った結果，バイ
オフィルム状態では 98 %以上，浮遊状態では 100 %の保持率を示し，CAR 資化能を安定
に保持することを認めた (Fig. 2-23, Fig. 2-24)． 
 
2-3-3. pCAR1 の保持，および NAPs 遺伝子の破壊による KT2440 株のトランスクリプト
ーム変化の解析（Lee et al., 2014, Environmental Microbiology Report 及び修士論文より改
変・引用） 
2-3-1 や 2-3-2 での結果から，P. putida KT2440 株が pCAR1 を保持した際に菌体が
繊 維 状 に な り ， ま た 2 つ の 二 重 破 壊 株 [KT2440(pCAR1∆pmr∆pnd) ，
KT2440(pCAR1∆pmr∆phu) ]で繊維状化が亢進することが明らかになった． 
そこで，その原因を探すため，P. putida KT2440 株の pCAR1 保持・非保持株及び pmr
と pnd，pmr と phu の 2 つの遺伝子の二重破壊株を Fig. 2-1 に示した方法で LB 培地で静
置培養し，バイオフィルムが最も良く成長した 12 時間に集菌した菌体より抽出した
RNA から cDNA を合成してタイリングアレイ解析に供し，pCAR1 保持や NAPs 遺伝子
の破壊による各遺伝子の転写変動の様子を網羅的に調べた． 
まず，同じ株の 2 連のサンプルの一致度を調べた．1 連ずつのデータから，各 ORF
の中央値を算出して散布図を描いたところ，いずれも相関係数 0.93 以上の高い相関を
示した (Fig. 2-25A)．2 連でともに中央値 64 以上の ORF のみでは相関係数は 0.98 以上
になった．一方，中央値が 64 未満の ORF については相関が悪くなり，いずれかのロッ
トで中央値が 1 になるものが多数存在した，各プローブのシグナル値の最低値は 1 であ
り，これはそのプローブに cDNA のハイブリが認められないことを示す．そこで 2 連分
のデータより算出した各 ORF の中央値についても，シグナル値が 64 未満の ORF は“転
写されていない ORF”とみなすことにした． 
シグナル値 64 以上のデータについて有意な発現があったと判断することにし，2 連
のデータから各プローブのシグナル値，さらには各遺伝子 (ORF) の発現量を表す代表
値 (配列内部に配置されたプローブのシグナルの中央値) を算出し，これを以降の解析
に用いた． 
 
 
2-3-3-1．浮遊状態とバイオフィルムの状態の比較 
トランスクリプトームを比較した株の組み合わせを Table 2-6 に示す． 
 
Table 2-6. トランスクリプトーム比較を行った株の組み合わせと評価する転写変動 
Test sample Reference sample 評価する転写変動 
バイオフィルム状態 浮遊状態 バイオフィルム状態で特異的に生じる変動 
 
まず，バイオフィルム状態で KT2440(pCAR1)株と KT2440 株のトランスクリプトーム
を比較した結果，染色体上で全 5,386 遺伝子のうち 52 遺伝子の転写量が増加し，29 遺
伝子の転写量が減少した (Fig. 2-25B)．その多くは転写量が増加していたことから，
pCAR1 保持は主に転写抑制因子として機能することが示唆された． 
バイオフィルム状態では pCAR1 を保持することで菌体が繊維状になったが(Fig. 2-6)，
浮遊状態では pCAR1 を保持しても菌体が繊維状にならないことから (Fig. 2-11)，バイ
オフィルム状態と浮遊状態のトランスクリプトーム比較をすることで，バイオフィルム
状態で特異的に転写変動する遺伝子の選抜を行った．以前の研究において，コハク酸を
唯一の炭素源とする液体培養で KT2440(pCAR1)株と KT2440 株のトランスクリプトー
ム比較が行われており，その結果 121 個 (転写量増加 88 個, 転写量減少 33 個) の遺伝
子が選抜されている [Shintani et al., 2010]．そこでまず，コハク酸を唯一の炭素源とす
る液体培養で 12 時間培養し KT2440 株と KT2440(pCAR1)株を観察したところ菌体が繊
維状にならないことを確認した (データ示さず)．従って，以前の研究 (浮遊状態) と今
回行った結果 (バイオフィルム状態) を比較したところ，染色体上では両条件共通に転
写変動した遺伝子が 12 個 (増加 11 個, 減少 1 個) 選抜された一方，pCAR1 上では転写
変動した遺伝子が選抜されなかった．染色体上の遺伝子のうち，両条件で共通して変動
した遺伝子の中には，プラスミドの分配に関わる parI (PP_3700) や薬剤排出ポンプをコ
ードする mexEF-oprN (PP_3425-PP_3427) などが含まれていたが，このように共通して
転写変動した遺伝子は繊維状化に関与する可能性が低いと考えられたため除外した．そ
の結果，52 個の増加した遺伝子から 41 個，29 個の減少した遺伝子から 28 個の遺伝子
がバイオフィルム状態で特異的で転写変動し (Fig. 2-26)，これらが繊維状化の原因遺伝
子を含む可能性が高いと考えられた．バイオフィルム状態で特異的に転写変動した遺伝
子の中では酸化還元関連遺伝子  (PP_0308-0310 など ) や鉄関連遺伝子  (PP_2193, 
PP_5306 など)，またはトランスポーター関連遺伝子 (PP_1726, PP_2656 - 2659, PP_5326 
– 5329 など) などが含まれていた． 
 
2-3-3-2．pmr と pnd，pmr と phu の 2 種の二重破壊株と KT2440(pCAR1)株の比較 
まず，pmr と pnd，および pmr と phu を除去した 2 種の二重破壊株と KT2440(pCAR1)
株のトランスクリプトーム比較を行うことで，繊維状化を亢進する可能性が高い遺伝子
を網羅的に選抜する．トランスクリプトームを比較した株の組み合わせを Table. 2-7 に
示す． 
 
Table. 2-7.トランスクリプトーム比較を行った株の組み合わせと評価する転写変動 
Test sample Reference sample 評価する転写変動 
①KT2440(pCAR1ΔpmrΔpnd) KT2440(pCAR1) pmr と pnd の破壊により生じる変動 
②KT2440(pCAR1ΔpmrΔphu) KT2440(pCAR1) pmr と phu の破壊により生じる変動 
 
KT2440(pCAR1ΔpmrΔpnd)株とKT2440(pCAR1)株のトランスクリプトームを比較した
結果，染色体上で全 5,398 遺伝子のうち 372 個の遺伝子の転写量が増加し，8 個の遺伝
子の転写量が減少した (Fig. 2-25B)．pCAR1 上では全 200 遺伝子のうち転写量が増加し
た遺伝子は無く，転写量が減少した遺伝子も除去した pmr，pnd ただ 2 つのみであった 
(データ示さず)．次に，KT2440(pCAR1ΔpmrΔphu)株と KT2440(pCAR1)株のトランスク
リプトームを比較した結果，染色体上で全 5,398 遺伝子のうち 753 個の遺伝子の転写量
が増加し(Fig. 2-25B)，5 個の遺伝子の転写量が減少した．pCAR1 上では全 200 遺伝子の
うち転写量が増加した遺伝子は無く，転写量が減少した遺伝子も除去した pmr，phu た
だ 2 つのみであった (データ示さず)．NAPs 間の相互作用の有無を考察するため，遺伝
子の重複を調べたところ，186 個の遺伝子が共通して増加し，共通に減少する遺伝子は
検出されなかった (Fig. 2-27)． 
上で述べた 2つの二重破壊株で共通して転写変動した遺伝子 (増加 186個, 減少 0個)
や 2-3-3-1 の解析においてバイオフィルム状態で特異的に転写した遺伝子 (増加 41 個, 
減少 28 個) で共通に増加した遺伝子の比較を行い，繊維状化を亢進する原因遺伝子を
絞り込んだ．その結果，2 個の遺伝子が共通で転写が増加し，共通に減少した遺伝子は
選抜されなかった (Fig. 2-28)．共通して変動した遺伝子の中には ECF σ 因子をコードす
ると考えられる PP_0704と TonB依存型シデロフォア受容体をコードすると考えられる
PP_2193 が見出された．ECF σ は σ70 family に属するものであり，細胞外の環境シグナ
ルに応答する [Missiakas and Raina, 1998]．これまでに，さまざまな生体の機能を調節す
ることがわかっており，特に興味深いことに鉄取り込みに関与する ECF 因子の存在も
明らかになっている [Leoni et al., 2000]．そのため，PP_0704 が PP_2193 の転写制御に
関与している可能性も考えられ，これら 2 遺伝子が選抜されたことは興味深い． 
 
2-3-3-3. pmr と pnd，pmr と phu の 2 種の二重破壊株と KT2440 株の比較 
次に，pmr と pnd，および pmr と phu を除去した 2 種の二重破壊株と KT2440 株のト
ランスクリプトーム比較を行うことで，繊維状化の原因になる可能性が高い遺伝子を網
羅的に選抜した．トランスクリプトームを比較した株の組み合わせを Table. 2-8 に示す． 
 
Table. 2-8. トランスクリプトーム比較を行った株の組み合わせと評価する転写変動 
Test sample Reference sample 評価する転写変動 
①KT2440(pCAR1ΔpmrΔpnd) KT2440 pmr と pnd の破壊により生じる変動 
②KT2440(pCAR1ΔpmrΔphu) KT2440 pmr と phu の破壊により生じる変動 
 
KT2440(pCAR1ΔpmrΔpnd)株と KT2440 株のバイオフィルム形成状態でのトランスク
リプトームを比較した結果，染色体上の全 5,398 遺伝子のうち 1,115 個の遺伝子の転写
量 が 増加 し， 22 個の 遺 伝子 の転 写量が 減 少し た (Fig. 2-25B) ． 次に ，
KT2440(pCAR1ΔpmrΔphu)株と KT2440 株のバイオフィルム形成状態でのトランスクリ
プトームを比較した結果，染色体上では全 5,398 遺伝子のうち 1,452 個の遺伝子の転写
量が増加し，2 個の遺伝子の転写量が減少した (Fig. 2-25B)．NAPs 間の相互作用の有無
を考察するため，遺伝子の重複を調べたところ，808 個の遺伝子が共通して増加し，共
通に減少する遺伝子は検出されなかった (Fig. 2-29)． 
上の解析で共通して選抜された遺伝子 (808 個, 減少 0 個) と 2-3-3-1 においてバイオ
フィルム状態で特異的に転写変動 (増加 41 個，減少 28 個) した遺伝子との比較によっ
て，共通に変動した遺伝子を選抜した．これらの遺伝子は繊維状化の原因遺伝子である
可能性が高いと考えられる．その結果，32 個の遺伝子が共通に増加したが，共通に減
少した遺伝子は抽出されなかった (Table. 2-9, Fig. 2-30)．共通して増加した遺伝子の中
には，2-3-3-2 で選抜された PP_0704 と PP_2193 が含まれていた．そこで，選抜された
32 個の遺伝子は繊維状化の原因遺伝子，あるいは繊維状化を亢進する遺伝子である可
能性が高いため，選抜された候補遺伝子について高発現株を作製し，これらがバイオフ
ィルム形成に及ぼす影響について解析を行った． 
 
2-3-3-4. pCAR1 特異的繊維状化の原因因子の探索と繊維状化メカニズムの解明 
まず，繊維状化しない宿主である KT2440 株と繊維状化する KT2440(pCAR1) 株細胞
内で，それぞれ選抜された 32 個の候補遺伝子をアラビノース添加により挿入遺伝子が
高発現する pBBad18K ベクターから高発現させ，各 32 過剰発現体において導入遺伝子
の発現がバイオフィルムへ形成に及ぼす影響を共焦点レーザー顕微鏡を用いて評価し
た．詳細は以下の通り． 
 
・KT2440 株を用いた過剰発現株‐繊維状化する遺伝子を探索 
まず，pBBad18KベクターがKT2440株に生育負荷を与えないか確認した．補章1 に示
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した方法でLB培地や0.02 % (w/v)のアラビノースを添加したLB培地で培養し，3時間ご
とに24時間まで生育曲線の作成を行った．その結果，KT2440株とpBBad18Kを保持する
KT2440(pBBad18K)株の生育はほぼ同じで (Fig. 2-31A)，このベクターが入ることによっ
て生育への影響は無いことを確認した．次に，Fig. 2-1に示す方法で12時間までバイオ
フィルムを形成させ，共焦点レーザー顕微鏡よる画像を獲得し，表現型への影響を観察
したところ，pBBad18K保持株・非保持株ともマッシュルーム状のバイオフィルムにな
り差が見られなかった (Fig. 2-32A)．また，画像を解析ソフトウェアであるCOMSTAT
を用いてバイオフィルム量を定量した結果，KT2440株は 3.15±0.67 μm3/μm2 でKT2440 
(pBBad18K) 株では 3.33±0.77 μm3/μm2 のほぼ同じ数値を示し (Table 2-10)，このベクタ
ーが入ることによってバイオフィルム量にも影響がないことが確認された．以上の結果
を受けて，pBBad18Kを用いて各候補遺伝子がバイオフィルムへ及ぼす影響を解析する
ことにした． 
2-2-4に示した方法で32個の過剰発現株を作製し，各々Fig. 2-1に示す方法でLB培地を
用いて静置培養し，2-2-7に示す方法で，共焦点レーザー顕微鏡により気液界面付近に
形成されるバイオフィルムの形状を，培養6時間と12時間で観察を行った．その結果，
ほとんどの株では6時間，12時間と共にKT2440株と同様にマッシュルーム状のバイオフ
ィルムになり，バイオフィルムの形状に差が見られなかった (Fig. 2-33)．一方で，
PP_2193 (TonB-dependent siderophore receptor) を高発現させた株では菌体が伸びる現象
が観察された (Fig. 2-34)．  
 
・KT2440(pCAR1)株を用いた過剰発現株‐繊維状化を亢進する遺伝子を探索 
KT2440(pCAR1)株でもまず pBBad18KベクターがKT2440株に挿入による生育負荷に
影響があるかどうかを確認した．その結果，KT2440(pCAR1)株や pBBad18K を保持する
KT2440(pCAR1) (pBBad18K)株の生育はほぼ同じで(Fig. 2-31B)，このベクターが入るこ
とによって生育への影響は無いことが確認された．また，共焦点レーザー顕微鏡よる獲
得した画像の解析から，表現型 (Fig. 2-32B) やバイオフィルム量 [KT2440(pCAR1)：
0.73±0.49 μm3/μm2 ，KT2440(pCAR1)(pBBad18k)：0.84±0.37 μm3/μm2 ほぼ同じ数値を示
す] (Table 2-11) についても，このベクターが入ることによってバにも影響がないことが
明らかになった．以上の結果を受けて，pBBad18k を用いて各候補遺伝子がバイオフィ
ルムへ及ぼす影響を解析することにした． 
その結果，ほとんどの株では 6 時間，12 時間と共に KT2440(pCAR1)株と同様にフラ
ットになり，繊維状化した菌体が観察され，差が見られなかったが (Fig. 2-35)，PP_0308 
(membrane dipeptidase) や PP_0309 (hypothetical protein) を高発現させた株で繊維状化
の亢進が観察された (Fig. 2-36)．タイリングアレイを用いた RNA マッピングによる転
写プロファイリングデータから，PP_0308 から PP_0310 までの遺伝子がオペロンを構成
することが確認された(Fig. 2-37)．しかし，これらのオペロンの機能についてはまだ知
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2-4. 考察 
まず，KT2440 株では pCAR1 を保持することでバイオフィルム中で菌体が繊維状にな
ったが，PAO1 株や Pf0-1 株では pCAR1 保持により差が見られなかった．このことは，
pCAR1 保持に伴う宿主へのバイオフィルム形成様式は宿主によって異なることを示し
ている．プラスミドを保持した際の宿主のバイオフィルム形成様式の変化を pCAR1 保
持株と比較するにあたり，pCAR1 とは異なる Inc グループに属し，全塩基配列決定済み
で，KT2440 株内で安定に保持されるプラスミドとして NAH7 (IncP-1 群, 80 kb)，RP4 
(IncP-9 群, 60 kb) の 2 つについてバイオフィルム形成様式の変化を観察したが，差は見
られなかった．このことからプラスミド保持によってバイオフィルムの形成様式が変わ
るという現象は pCAR1 (IncP-7 群, 200 kb)又は IncP-7 群特異的に起こることが予想され
た．また，プラスミド保持によるバイオフィルム形成様式が“繊維状化する”とかいう
ケースは報告されてないが一方，プラスミド保持によるバイオフィルム形成量が上がる
報告例が知られているので [Yang et al., 2008; D’Alvise et al., 2010]，KT2440 株が pCAR1
保持によって繊維状の細胞形態に変化する現象は非常に興味深いと思われる． 
次に，pCAR1 保持により菌体が繊維状化する様子を FM4-64 染色を用いて観察したと
ころ，KT2440(pCAR1)株では細胞同士が繋がっている様子及び一細胞が長く伸びている
様子の両方が観察されたが，野生株である KT2440 株ではほとんど細胞が伸びていない
ことが観察された．KT2440(pCAR1)株が繊維状のバイオフィルムになる現象は，最初，
細胞が長く伸びた細胞が繊維状なバイオフィルムを形成すると考えられる． 
上記現象の原因としては，pCAR1 上にコードされている NAPs が考えられた．E. coli 
K-12株において，global regulatorであるH-NSと，H-NSとアミノ酸レベル 58 %の identity
を示す StpA [Sonden and Uhlin, 1996; Zhang et al., 1996] を 1 つずつ除去した単独破壊株
ではバイオフィルム形成量が野生株より各々2.5 倍，2 倍，減少し，2 つ除去した二重破
壊株ではほとんどバイオフィルムを形成しないことが報告されている[Belik et al., 2008]．
本研究でも pCAR1 上にコードされている 3 つの NAPs 遺伝子の単独破壊株，二重破壊
株用いてバイオフィルム形成に与える影響を調べた結果，単独破壊株では
KT2440(pCAR1)株との差は見られなかったが，pmr，phu と pmr，pnd の 2 つの二重破壊
株ではバイオフィルムの繊維状化が激しくなる様子が観察された．また，単独破壊株と
二重破壊株及び野生株のそれぞれについてバイオフィルム状態や浮遊状態の両方で
pCAR1 保持率測定を行ったところ，いずれの株も pCAR1 を安定に保持していることが
明らかとなった．以上の解析により，NAPs 遺伝子がバイオフィルム形成様式に与える
影響は，1 つ破壊したことよりも，pmr を含む 2 つの NAPs 遺伝子を破壊したときに大
きくなることが示された． 
上記の P. putida KT2440 株が pCAR1 を保持した際に菌体が繊維状になる原因を探る
ため，pCAR1 保持や NAPs 遺伝子の破壊がバイオフィルム形成時のトランスクリプト
ームに及ぼす影響を高密度タイリングアレイで解析を行った．その結果，繊維状化の原
因遺伝子，あるいは繊維状化を亢進する遺伝子と考えられる 32 個の候補遺伝子の選抜
ができた．そこで，選抜された遺伝子について高発現株を作製し，これらがバイオフィ
ルム形成に及ぼす影響を解析した．まず，KT2440 株を用いた過剰発現株では，ほとん
どの株ではバイオフィルムの形状に差が見られなかったが，PP_2193(TonB-dependent 
siderophore receptor) を高発現させた株で菌体が伸びる現象が観察された．PP_2193 は
TonB 依存型シデロフォア受容体をコードすると考えられる遺伝子である．Pseudomonas
属細菌は難溶性の 3 価の鉄を獲得するため様々な siderophore と呼ばれる低分子生物を
細胞外に放出して，そのキレート作用によって鉄と錯体を形成させ，特異定な受溶体及
び運搬システムによって細胞内に取り込む．最もよく知られている siderophore は
pyoverdine (PVD) と呼ばれており，特に PAO1 株については詳細に解析が進められてき
た [Visca et al., 2007]．PVD は複数の pvd 遺伝子産物によって生合成され，Fur (ferric 
uptake regulatory protein) と PvdS という 2 つの因子によって pvd 遺伝子群の転写が制御
されている．以前の当研究室での研究において，3 宿主の pCAR1 保持株と非保持株を
それぞれコハク酸を唯一の炭素源とする培地で培養した際のトランスクリプトーム比
較を行いた結果，3 宿主いずれでも鉄欠乏に応答する複数の遺伝子の誘導が検出された 
[高橋，2012 年東京大学博士論文]．pCAR1 を保持することで宿主細胞は実際に鉄欠乏
状態に陥り，それが原因となって PVD 生合成・取り込みや PvdS に関与する遺伝子が 2
倍以上転写量が増加することが明らかになっている [Shintani et al., 2010]．また，これ
らの遺伝子が誘導される部分的な原因は pCAR1 上のカルバゾール分解酵素の発現であ
ることが示されている [Shintani et al., 2010]．今回は，以前の研究とは違って PVD では
なく，他の siderophore の取り込みに関連する PP_2193 (TonB-dependent siderophore 
receptor)が見出された．PP_2193 は鉄欠乏の時に転写されると考える遺伝子であり，菌
体の繊維状化への変化することによる細胞中の鉄欠乏が起きる可能性が示唆されてい
る．これらの結果は，バイオフィルム状態でも pCAR1 を保持することで鉄獲得の必要
性が高まっている可能性を想起させる．以前の研究とは，培地や培養条件が異なるため
同列に議論することはできないが，鉄欠乏応答遺伝子が同様に選抜されたことは興味深
い． 
また以前の研究で，Phenotype Microarray (Biolog 社) を用いた解析によって，pCAR1
を保持した際に非保持株と比べて浸透圧や pHを変化させた際に一部の条件で呼吸量の
低下が認められたことから，特定のストレスへの耐性が低下することが明らかになって
いる [Takahashi et al., 2014]．KT2440 株の繊維状化した状態は繊維状化しない状態より
様々な環境ストレスに対し，高い耐性を持っていることから，菌体の繊維状化は様々な
環境に適応し，有利な特性を付与することが示唆されている [Crabbé et al., 2012]．すな
わち，pCAR1 保持によって宿主細胞に鉄の必要性が高まり，PP_2193 の高発現は結果
的に KT2440 株にストレス状態を促進し，ストレス条件に対する応答として，バイオフ
ィルムが繊維状化する可能性が考えられる． 
また，KT2440(pCAR1) 株を用いた過剰発現株では，32 株中，PP_0308(membrane 
dipeptidase) や PP_0309(hypothetical protein) を高発現させた株で繊維状化の亢進が観察
された．PP_0309 は機能未知で，PP_0308 はアミノ酸にジペプチドを加水分解する膜ジ
ペプチダーゼをコードすると考えられる．PP_0308 は，浮遊状態で KT2440 株の繊維状
化を誘導する条件と非誘導する条件下でのプロテオーム解析から，転写抑制されている
ことが報告されている [Crabbé et al., 2012]．本研究では，以前の研究とは違って当該遺
伝子は転写誘導されたが，これは以前の研究は浮遊状態でプラスミド非保持での解析結
果などの実験条件での違いのため同列に議論することはできないが同様の遺伝子が選
抜されたことは興味深い．なお PP_0309 や PP_0308 遺伝子の詳細な生理機能は不明で
ある． 
 
KT2440 株を用いた過剰発現株では PP_2193 を高発現させた株のみで菌体が伸びる現
象が観察され，KT2440(pCAR1)株を用いた過剰発現株では，PP_0308，PP_0309 の 2 つ
の繊維状化を亢進する遺伝子が見つかった．このような結果から，繊維状化そのものに
関与する遺伝子は繊維状化の亢進には関与しない，さらに繊維状化を亢進する遺伝子は
繊維状化そのものには関与しないと考えられ，バイオフィルムの繊維状化そのものと繊
維状化の亢進ではメカニズムが違う可能性が示唆された．このことから，KT2440 株が
pCAR1 を保持することで繊維状化する原因は，少なくとも三つの遺伝子，PP_0308，
PP_0309，および PP_2193 を含む複数の遺伝子が転写誘導されることによる協調的影響
であることが示唆された． 
 
 
なお，本章の内容については以下の原著論文で発表した． 
Lee SU, Takahashi Y, Oura H, Okada K
 
, Yamane H, Nomura N, Nojiri H. 2014. Effects of 
carbazole-degradative plasmid pCAR1 on biofilm morphology in three Pseudomonas strains. 
Environmental Microbiology Report 
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に
よ
る
植
菌
し
た
こ
と
を
表
す
．
ま
ず
，
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
状
態
で
は
シ
ャ
ー
レ
付
着
し
て
い
る
菌
を
百
金
耳
で
 L
B
 寒
天
培
地
に
塗
布
し
，
浮
遊
状
態
で
は
シ
ャ
ー
レ
付
着
し
て
な
い
培
養
液
を
百
金
耳
で
 L
B
 寒
天
培
地
に
塗
布
し
コ
ロ
ニ
ー
を
生
じ
さ
せ
た
後
，
 C
A
R
 プ
レ
ー
ト
に
パ
ッ
チ
し
，
 C
A
R
 資
化
能
の
有
無
の
解
析
を
行
っ
た
。
サ
ン
プ
リ
ン
グ
は
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
が
形
成
さ
れ
る
 3
 時
間
目
お
よ
び
が
は
が
れ
て
行
く
1
8
 時
間
目
で
行
っ
た
．
 
浮
遊
状
態
 
3
 o
r 
1
8
 時
間
 
(A
) 
染
色
体
D
N
A
 の
両
鎖
に
つ
い
て
2
5
 m
er
 の
D
N
A
 プ
ロ
ー
ブ
が
，
K
T
2
4
4
0
 株
で
1
,1
1
0
,5
7
8
 本
，
1
1
 塩
基
密
度
で
敷
き
詰
め
ら
れ
て
い
る
．
各
プ
ロ
ー
ブ
は
p
er
fe
ct
 m
at
ch
 (
P
M
) 
と
m
is
s 
m
at
ch
 (
M
M
) 
で
1
 組
と
な
っ
て
お
り
，
P
M
 と
M
M
 の
シ
グ
ナ
ル
に
有
意
に
差
が
認
め
ら
れ
る
と
き
“
cD
N
A
 が
ハ
イ
ブ
リ
し
て
い
る
”
 と
し
て
検
出
す
る
．
(B
) 
各
プ
ロ
ー
ブ
の
シ
グ
ナ
ル
値
を
標
準
化
し
た
後
，
各
O
R
F
 内
に
入
る
セ
ン
ス
側
プ
ロ
ー
ブ
を
抽
出
し
そ
れ
ら
の
シ
グ
ナ
ル
値
の
中
央
値
を
計
算
し
，
そ
の
O
R
F
 の
代
表
値
と
し
た
．
[高
橋
，
2
0
1
2
の
F
ig
u
re
 2
-3
を
引
用
] 
F
ig
. 
2
-4
.カ
ス
タ
ム
タ
イ
リ
ン
グ
ア
レ
イ
上
の
プ
ロ
ー
ブ
の
並
び
方
. 
(A
) 
(B
) 
p
C
A
R
1
な
し
 
p
C
A
R
1
あ
り
 
3
 h
 
6
 h
 
9
 h
 
1
2
 h
 
1
5
 h
 
1
8
 h
 
3
 h
 
6
 h
 
9
 h
 
1
2
 h
 
1
5
 h
 
1
8
 h
 
P
. 
p
u
ti
d
a
 K
T
2
4
4
0
株
，
 P
. 
p
u
ti
d
a
 K
T
2
4
4
0
(p
C
A
R
1
)株
を
そ
れ
ぞ
れ
F
ig
. 
2
-1
 に
示
す
方
法
で
 L
B
 液
体
培
地
で
静
置
培
養
し
，
培
養
開
始
後
 3
，
6
，
9
，
1
2
，
1
5
，
1
8
 時
間
に
共
焦
点
顕
微
鏡
を
用
い
て
画
像
を
取
得
し
た
．
ど
ち
ら
も
時
間
と
と
も
に
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
が
形
成
さ
れ
，
は
が
れ
て
い
く
こ
と
が
観
察
さ
れ
た
．
1
8
0
 x
 1
8
0
 μ
m
 (
x
y
) 
の
範
囲
を
示
す
．
 画
像
は
 1
0
 枚
の
写
真
の
中
か
ら
代
表
的
な
例
を
示
し
た
．
図
中
の
ス
ケ
ー
ル
バ
ー
は
 4
0
 μ
m
 を
示
す
．
 
F
ig
. 
2
-5
. 
K
T
2
4
4
0
株
が
 L
B
 培
地
を
用
い
た
静
置
培
養
時
に
形
成
す
る
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
の
経
時
的
観
察
．
  
上
段
：
p
C
A
R
1
 保
持
株
，
下
段
：
p
C
A
R
1
 非
保
持
株
  
F
ig
. 
 2
-6
. 
K
T
2
4
4
0
株
が
 p
C
A
R
1
 有
無
に
よ
っ
て
形
成
す
る
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
の
構
造
比
較
-静
置
培
養
．
 
左
：
p
C
A
R
1
 非
保
持
株
，
右
：
p
C
A
R
1
 保
持
株
  
p
C
A
R
1
を
保
持
し
な
い
と
マ
ッ
シ
ュ
ル
ー
ム
状
の
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
を
形
成
し
(左
) 
，
p
C
A
R
1
を
保
持
す
る
と
菌
体
が
繊
維
状
に
な
り
フ
ラ
ッ
ト
状
の
な
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
が
形
成
さ
れ
た
(右
)．
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
の
画
像
は
，
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
形
成
開
始
 1
2
 時
間
目
の
画
像
で
，
同
じ
時
点
で
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
試
料
の
異
な
る
位
置
か
ら
5
つ
画
像
を
取
っ
て
，
代
表
的
な
例
を
示
し
た
．
 ス
ケ
ー
ル
バ
ー
は
 4
0
 μ
m
 を
示
す
．
 1
8
0
  
x
 1
8
0
 
μ
m
 (
x
y
) 
の
範
囲
を
示
す
．
 
0
 
2
0
 
4
0
 
6
0
 
8
0
 
1
0
0
 
1
2
0
 
1
4
0
 
8
0
 
6
0
 
4
0
 
1
0
0
 
1
2
0
 
1
4
0
 
1
6
0
 
1
8
0
 
1
6
0
 
1
8
0
 2
0
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1
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1
2
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1
4
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1
6
0
 
1
8
0
 
1
6
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1
8
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 2
0
 
0
 
p
C
A
R
1
あ
り
 
p
C
A
R
1
な
し
 
F
ig
. 
2
-7
. 
P
A
O
1
株
が
 L
B
 培
地
を
用
い
た
静
置
培
養
時
に
形
成
す
る
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
の
経
時
的
観
察
．
  
上
段
：
p
C
A
R
1
 保
持
株
，
下
段
：
p
C
A
R
1
 非
保
持
株
  
3
 h
 
6
 h
 
9
 h
 
1
2
 h
 
1
5
 h
 
1
8
 h
 
3
 h
 
6
 h
 
9
 h
 
1
2
 h
 
1
5
 h
 
1
8
 h
 
P
. 
a
er
u
g
in
o
sa
 P
A
O
1
株
，
 P
. 
a
er
u
g
in
o
sa
 P
A
O
1
(p
C
A
R
1
)株
を
そ
れ
ぞ
れ
F
ig
. 
2
-1
 に
示
す
方
法
で
 L
B
 液
体
培
地
で
静
置
培
養
し
，
培
養
開
始
後
 
3
，
6
，
9
，
1
2
，
1
5
，
1
8
 時
間
に
共
焦
点
顕
微
鏡
を
用
い
て
画
像
を
取
得
し
た
．
ど
ち
ら
も
時
間
と
と
も
に
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
が
形
成
さ
れ
，
は
が
れ
て
い
く
こ
と
が
観
察
さ
れ
た
．
1
8
0
  
x
 1
8
0
 μ
m
 (
x
y
) 
の
範
囲
を
示
す
．
 画
像
は
1
0
 枚
の
写
真
の
中
か
ら
代
表
的
な
例
を
示
し
た
．
 図
中
の
ス
ケ
ー
ル
バ
ー
は
 4
0
 μ
m
 を
示
す
．
 
p
C
A
R
1
あ
り
 
p
C
A
R
1
な
し
 
F
ig
. 
2
-8
. 
P
f0
-1
株
が
 L
B
 培
地
を
用
い
た
静
置
培
養
時
に
形
成
す
る
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
の
経
時
的
観
察
．
  
上
段
：
p
C
A
R
1
 保
持
株
，
下
段
：
p
C
A
R
1
 非
保
持
株
  
3
 h
 
6
 h
 
9
 h
 
1
2
 h
 
1
5
 h
 
1
8
 h
 
3
 h
 
6
 h
 
9
 h
 
1
2
 h
 
1
5
 h
 
1
8
 h
 
P
. 
fl
u
o
re
sc
en
ce
 P
f0
-1
株
，
 P
. 
fl
u
o
re
sc
en
ce
 P
f0
-1
(p
C
A
R
1
)株
を
そ
れ
ぞ
れ
F
ig
. 
2
-1
 に
示
す
方
法
で
 L
B
 液
体
培
地
で
静
置
培
養
し
，
培
養
開
始
後
 3
，
6
，
9
，
1
2
，
1
5
，
1
8
 時
間
に
共
焦
点
顕
微
鏡
を
用
い
て
取
得
し
た
画
像
で
あ
り
，
ど
ち
ら
も
時
間
と
と
も
に
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
が
形
成
さ
れ
，
は
が
れ
て
い
く
こ
と
が
観
察
さ
れ
た
．
1
8
0
 x
 1
8
0
 μ
m
 (
x
y
) 
の
範
囲
を
示
す
．
画
像
は
 1
0
 枚
の
写
真
の
中
か
ら
代
表
的
な
例
を
示
し
た
．
図
中
の
ス
ケ
ー
ル
バ
ー
は
 4
0
 μ
m
 を
示
す
．
 
A
 
B
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1
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1
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1
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1
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1
4
0
 
1
6
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1
8
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1
6
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1
8
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2
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4
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6
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8
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1
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1
2
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1
4
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8
0
 
6
0
 
4
0
 
1
0
0
 
1
2
0
 
1
4
0
 
1
6
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1
8
0
 
1
6
0
 
1
8
0
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0
 
0
 
F
ig
. 
2
-9
. 
 P
A
O
1
株
や
P
f0
-1
株
が
 p
C
A
R
1
 有
無
に
よ
っ
て
形
成
す
る
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
の
構
造
比
較
．
  
左
：
p
C
A
R
1
 非
保
持
株
，
右
：
p
C
A
R
1
 保
持
株
  
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
の
画
像
は
，
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
形
成
開
始
 1
2
 時
間
目
の
画
像
で
，
同
じ
時
点
で
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
試
料
の
異
な
る
位
置
か
ら
5
つ
画
像
を
取
っ
て
，
代
表
的
な
例
を
示
し
た
．
 (
A
) 
P
A
O
1
株
で
の
画
像
 (
B
) 
P
f0
-1
株
で
の
画
像
を
示
す
1
8
0
  
x
 1
8
0
 μ
m
 (
x
y
) 
の
範
囲
を
示
す
．
ス
ケ
ー
ル
バ
ー
は
 4
0
 μ
m
 を
示
す
．
画
像
は
 5
 枚
の
写
真
の
中
か
ら
代
表
的
な
例
を
示
し
た
．
  
F
ig
. 
 2
-1
0
. 
K
T
2
4
4
0
株
が
 p
C
A
R
1
 有
無
に
よ
っ
て
形
成
す
る
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
の
構
造
比
較
- 
連
続
培
養
．
 
左
：
p
C
A
R
1
 非
保
持
株
，
右
：
p
C
A
R
1
 保
持
株
  
p
C
A
R
1
を
保
持
し
な
い
と
マ
ッ
シ
ュ
ル
ー
ム
状
の
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
を
形
成
し
(左
) 
，
p
C
A
R
1
を
保
持
す
る
と
菌
体
が
繊
維
状
に
な
り
フ
ラ
ッ
ト
状
の
な
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
が
形
成
さ
れ
た
(右
)．
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
の
画
像
は
，
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
形
成
開
始
 1
2
 時
間
目
の
画
像
で
，
同
じ
時
点
で
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
試
料
の
異
な
る
位
置
か
ら
5
つ
画
像
を
取
っ
て
，
代
表
的
な
例
を
示
し
た
．
 ス
ケ
ー
ル
バ
ー
は
 4
0
 μ
m
 を
示
す
．
 1
8
0
  
x
 1
8
0
 
μ
m
 (
x
y
) 
の
範
囲
を
示
す
．
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F
ig
. 
2
-1
1
. 
K
T
2
4
4
0
株
が
 p
C
A
R
1
 有
無
に
よ
っ
て
形
成
す
る
細
胞
の
構
造
比
較
- 
振
と
う
培
養
．
 
左
：
p
C
A
R
1
非
保
持
株
，
右
：
p
C
A
R
1
保
持
株
 
K
T
2
4
4
0
株
を
L
B
 液
体
培
地
で
振
と
う
培
養
し
，
培
養
開
始
後
 1
2
時
間
に
共
焦
点
顕
微
鏡
を
用
い
て
画
像
を
取
得
し
た
．
 (
A
)非
染
色
の
画
像
 (
B
) 
F
M
4
-6
4
 染
色
に
よ
る
細
胞
の
構
造
を
示
す
．
図
中
の
ス
ケ
ー
ル
バ
ー
は
 4
0
 μ
m
 を
示
す
．
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F
ig
. 
2
-1
2
. 
K
T
2
4
4
0
株
が
N
A
H
7
，
R
P
4
保
持
に
よ
っ
て
形
成
す
る
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
の
構
造
観
察
．
 
左
：
 K
T
2
4
4
0
(N
A
H
7
)株
，
右
：
 K
T
2
4
4
0
(R
P
4
)株
  
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
の
画
像
は
，
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
形
成
開
始
 1
2
 時
間
目
の
画
像
で
，
同
じ
時
点
で
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
試
料
の
異
な
る
位
置
か
ら
5
つ
画
像
を
取
っ
て
，
代
表
的
な
例
を
示
し
た
．
(A
) 
K
T
2
4
4
0
(N
A
H
7
)株
で
の
画
像
 (
B
) 
K
T
2
4
4
0
(R
P
4
)株
で
の
画
像
を
示
す
．
1
8
0
  
x
 1
8
0
 μ
m
 
(x
y
) 
の
範
囲
を
示
す
．
ス
ケ
ー
ル
バ
ー
は
 4
0
 μ
m
 を
示
す
．
 
A
 
B
 
A
 
B
 
P
. 
p
u
ti
d
a
 K
T
2
4
4
0
株
 (
A
) 
や
K
T
2
4
4
0
(p
C
A
R
1
)株
 (
B
) 
を
F
ig
. 
2
-1
  
に
お
い
て
記
し
た
方
法
で
，
底
ガ
ラ
ス
シ
ャ
ー
レ
を
用
い
て
 3
0
℃
 で
静
置
培
養
し
た
も
の
を
染
色
し
て
観
察
に
供
し
た
．
6
, 
1
2
 時
間
の
培
養
後
に
シ
ャ
ー
レ
の
培
養
液
を
捨
て
，
終
濃
度
 0
.2
 μ
M
 の
 F
M
4
-6
4
 染
色
液
を
1
 m
l 
加
え
て
室
温
で
約
 2
0
 分
間
静
置
培
養
し
た
．
最
後
に
，
共
焦
点
レ
ー
ザ
ー
顕
微
鏡
に
よ
る
 6
, 
1
2
 時
間
目
の
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
構
造
の
観
察
を
行
っ
た
．
画
像
は
 1
0
 枚
の
写
真
の
中
か
ら
代
表
的
な
例
を
示
し
た
．
ス
ケ
ー
ル
バ
ー
は
 5
 μ
m
 を
示
す
．
 
5
 μ
m
 
2
 μ
m
 
5 μm 2 μm 
F
ig
. 
2
-1
3
. 
F
M
4
-6
4
 染
色
に
よ
る
K
T
2
4
4
0
株
，
 K
T
2
4
4
0
(p
C
A
R
1
)が
形
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A 
(A) KT2440(pCAR1Δpmr)，(B) KT2440(pCAR1Δpnd)，(C) KT2440(pCAR1Δphu)株をFig. 2-1 に
示す方法で LB 液体培地で静置培養し，培養開始後 3，6，9，12，15，18 時間に共焦点顕微
鏡を用いて取得した画像であり，どちらも時間とともにバイオフィルムが形成され，はがれ
ていくことが観察された．180 x 180 μm (xy) の範囲を示す．画像は 10 枚の写真の中から代表
的な例を示した．図中のスケールバーは 40 μm を示す． 
Fig. 2-14. 単独破壊株が LB 培地を用いた静置培養時に形成するバイオフィルムの
経時的観察．   
上段：1 回目，下段：2 回目  
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Fig. 2-16. KT2440(pCAR1)株および単独破壊株を静置培養時のバイオフィル
ム状態での CAR 資化能保持率測定． 
(A) 各株について 2 連の実験の平均値を示す．(B) 培養 3 時間目の各株を 100 コロニーず
つ CAR プレートにパッチした様子を示す．CAR 資化能を有するコロニーはプレート上
でクリアゾーンを形成する．(C)  培養 18 時間目の各株を 100 コロニーずつ CAR プレー
トにパッチした様子を示す．CAR 資化能を有するコロニーはプレート上でクリアゾーン
を形成する．いずれの株もCAR 資化能を安定に保持していた． 
  CAR資化能保持率(%) 
3時間 平均 18時間 平均 
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Fig. 2-17. KT2440(pCAR1)株および単独破壊株を静置培養時浮遊状態での 
CAR 資化能保持率測定． 
(A) 各株について 2 連の実験の平均値を示す．(B) 培養 3 時間目の各株を100 コロニーず
つ CAR プレートにパッチした様子を示す．CAR 資化能を有するコロニーは プレート上
でクリアゾーンを形成する．(C) 培養 18 時間目の各株を 100 コロニーずつ CAR プレート
にパッチした様子を示す．CAR 資化能を有するコロニーはプレート上でクリアゾーンを
形成する．いずれの株も CAR 資化能を安定に保持していた． 
  CAR資化能保持率(%) 
3時間 平均 18時間 平均 
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A 
(A) KT2440(pCAR1ΔpmrΔpnd)， (B) KT2440(pCAR1ΔpmrΔphu)，(C) KT2440(pCAR1ΔpndΔphu)
株をFig. 2-1 に示す方法で LB 液体培地で静置培養し，培養開始後 3，6，9，12，15，18 時間
に共焦点顕微鏡を用いて取得した画像であり，どちらも時間とともにバイオフィルムが形成
され，はがれていくことが観察された．180 x 180 μm (xy) の範囲を示す．画像は 10 枚の写真
の中から代表的な例を示した．図中のスケールバーは 40 μm を示す． 
Fig. 2-18. 二重破壊株が LB 培地を用いた静置培養時に形成するバイオフィルムの
経時的観察．   
上段：1 回目，下段：2 回目  
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Fig. 2-20. KT2440(pCAR1)株および二重破壊株を静置培養時バイオフィルム
状態での CAR 資化能保持率測定． 
(A) 各株について2 連の実験の平均値を示す．(B) 培養 3 時間目の各株を100  コロニーず
つ CAR プレートにパッチした様子を示す．CAR 資化能を有するコロニーはpプレート上
でクリアゾーンを形成する．(C) 培養 18 時間目の各株を 100  コロニーずつ CAR プレー
トにパッチした様子を示す．CAR 資化能を有するコロニーはプレート上でクリアゾーン
を形成する．いずれの株も CAR 資化能を安定に保持していた． 
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Fig. 2-21. KT2440(pCAR1)株および二重破壊株を静置培養時浮遊状態での 
CAR 資化能保持率測定． 
(A) 各株について 2 連の実験の平均値を示す．(B) 培養 3 時間目の各株を 100 コロニーず
つ CAR プレートにパッチした様子を示す．CAR資化能を有するコロニーはプレート上
でクリアゾーンを形成する．(C) 培養 18 時間目の各株を 100 コロニーずつCAR プレート
にパッチした様子を示す．CAR 資化能を有するコロニーはプレート上でクリアゾーンを
形成する．いずれの株も CAR 資化能を安定に保持していた． 
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Fig. 2-23. 相補株の静置培養時バイオフィルム状態でのCAR資化能保持率測定． 
(A) 各株について 2 連の実験の平均値を示す．(B)  培養 3 時間目の各株を100 コロニーずつ 
CAR プレートにパッチした様子を示す．CAR 資化能を有するコロニーはプレート上でク
リアゾーンを形成する．(C) 培養 18 時間目の各株を100 コロニーずつ CAR プレートに
パッチした様子を示す．CAR 資化能を有するコロニーはプレート上でクリアゾーンを形成
する．いずれの株も CAR 資化能を安定に保持していた． 
  CAR資化能保持率(%) 
3時間 平均 18時間 平均 
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Fig. 2-24. 相補株の静置培養時浮遊状態でのCAR資化能保持率測定． 
(A) 各株について 2 連の実験の平均値を示す．(B)  培養 3 時間目の各株を100 コロニーず
つ CAR プレートにパッチした様子を示す．CAR 資化能を有するコロニーはプレート上で
クリアゾーンを形成する．(C)  培養 18 時間目の各株を100 コロニーずつ CAR プレートに
パッチした様子を示す．CAR 資化能を有するコロニーはプレート上でクリアゾーンを形
成する．いずれの株も CAR 資化能を安定に保持していた． 
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5
. 
各
株
で
の
2
連
間
の
サ
ン
プ
ル
の
一
致
度
及
び
転
写
変
動
す
る
遺
伝
子
の
数
．
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バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
状
態
と
浮
遊
状
態
 [
S
h
in
ta
n
i 
et
 a
l.
, 
2
0
1
0
] 
の
比
較
に
よ
り
(A
) 
転
写
量
が
増
加
す
る
 (
B
) 
転
写
量
が
減
少
す
る
，
染
色
体
上
の
遺
伝
子
数
を
ベ
ン
図
で
示
す
．
n
 は
変
動
し
た
遺
伝
子
の
総
数
を
表
す
．
灰
色
：
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
状
態
で
特
異
的
に
変
動
し
た
染
色
体
上
の
遺
伝
子
 (
 増
加
 4
1
 個
，
減
少
2
8
 個
)の
数
を
示
す
．
 
F
ig
. 
2
-2
6
. 
 バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
状
態
で
特
異
的
に
転
写
変
動
す
る
染
色
体
上
の
遺
伝
子
．
 
A
 
B
 
p
m
rと
p
n
d
，
p
m
rと
p
h
u
を
2
つ
除
去
し
た
二
重
破
壊
株
よ
り
 (
A
) 
 共
通
に
転
写
量
が
増
加
す
る
 (
B
) 
共
通
に
転
写
量
が
減
少
す
る
，
染
色
体
上
の
遺
伝
子
数
を
ベ
ン
図
で
示
す
．
n
 は
変
動
し
た
遺
伝
子
の
総
数
を
表
す
．
灰
色
：
共
通
に
転
写
変
動
し
た
遺
伝
子
( 
増
加
 1
8
6
個
，
減
少
0
個
)の
数
を
示
す
．
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F
ig
. 
2
-2
7
. 
p
m
r 
を
含
む
 2
 つ
の
N
A
P
s遺
伝
子
二
重
破
壊
株
で
転
写
変
動
す
る
遺
伝
子
の
重
な
り
．
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バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
状
態
で
特
異
的
に
転
写
変
動
し
た
遺
伝
子
や
p
m
rと
p
n
d
，
p
m
rと
p
h
u
を
2
つ
除
去
し
た
二
重
破
壊
株
よ
り
 (
A
) 
共
通
に
転
写
量
が
増
加
す
る
 (
B
) 
共
通
に
転
写
量
が
減
少
す
る
，
染
色
体
上
の
遺
伝
子
数
を
ベ
ン
図
で
示
す
．
n
は
変
動
し
た
遺
伝
子
の
総
数
を
表
す
．
灰
色
：
共
通
に
転
写
変
動
し
た
遺
伝
子
 (
 増
加
 2
個
，
減
少
0
個
) 
の
数
を
示
す
．
 
F
ig
. 
2
-2
8
. 
繊
維
状
化
を
亢
進
す
る
可
能
性
が
高
い
遺
伝
子
の
選
抜
．
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p
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d
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m
rと
p
h
u
を
2
つ
除
去
し
た
二
重
破
壊
株
よ
り
 (
A
) 
 共
通
に
転
写
量
が
増
加
す
る
 (
B
) 
共
通
に
転
写
量
が
減
少
す
る
，
染
色
体
上
の
遺
伝
子
数
を
ベ
ン
図
で
示
す
．
n
 は
変
動
し
た
遺
伝
子
の
総
数
を
表
す
．
灰
色
：
共
通
に
転
写
変
動
し
た
遺
伝
子
( 
増
加
 8
0
8
個
，
減
少
0
個
)の
数
を
示
す
．
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9
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p
m
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を
含
む
 2
 つ
の
N
A
P
s遺
伝
子
二
重
破
壊
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で
転
写
変
動
す
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伝
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の
重
な
り
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バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
状
態
で
特
異
的
に
転
写
変
動
し
た
遺
伝
子
や
p
m
rと
p
n
d
，
p
m
rと
p
h
u
を
2
つ
除
去
し
た
二
重
破
壊
株
よ
り
 (
A
) 
共
通
に
転
写
量
が
増
加
す
る
 (
B
) 
共
通
に
転
写
量
が
減
少
す
る
，
染
色
体
上
の
遺
伝
子
数
を
ベ
ン
図
で
示
す
．
n
は
変
動
し
た
遺
伝
子
の
総
数
を
表
す
．
灰
色
：
共
通
に
転
写
変
動
し
た
遺
伝
子
( 
増
加
 3
2
個
，
減
少
0
個
)の
数
を
示
す
．
 
F
ig
. 
2
-3
0
. 
繊
維
状
化
の
原
因
に
な
る
可
能
性
が
高
い
遺
伝
子
の
選
抜
．
 
F
ig
. 
 2
-3
1
. 
L
B
培
養
に
お
け
る
 野
生
型
株
 (
青
) 
と
p
B
B
a
d
1
8
k
保
持
株
 (
赤
) 
の
生
育
曲
線
．
  
A
：
K
T
2
4
4
0
株
，
B
：
 K
T
2
4
4
0
(p
C
A
R
)株
 
P
. 
p
u
ti
d
a
 K
T
2
4
4
0
 株
，
 P
. 
p
u
ti
d
a
 K
T
2
4
4
0
(p
C
A
R
1
)株
の
p
B
B
ad
1
8
k
 保
持
株
・
非
保
持
株
を
，
そ
れ
ぞ
れ
L
B
培
地
や
0
.0
2
%
 (
w
/v
)の
ア
ラ
ビ
ノ
ー
ス
を
添
加
し
た
L
B
培
地
で
培
養
し
，
O
D
6
0
0
を
経
時
的
に
測
定
し
た
．
1
 本
の
線
は
1
 回
の
実
験
の
測
定
値
を
表
し
，
1
 つ
の
株
に
つ
き
，
独
立
し
た
2
 回
の
実
験
を
行
っ
た
 ．
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F
ig
. 
 2
-3
2
. 
K
T
2
4
4
0
株
や
K
T
2
4
4
0
(p
C
A
R
1
)株
が
 p
B
B
a
d
1
8
k
 有
無
に
よ
っ
て
形
成
す
る
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
の
構
造
比
較
．
 
左
：
p
B
B
ad
1
8
k
 非
保
持
株
，
右
：
p
B
B
ad
1
8
k
 保
持
株
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バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
の
画
像
は
，
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
形
成
開
始
 1
2
 時
間
目
の
画
像
で
，
同
じ
時
点
で
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
試
料
の
異
な
る
位
置
か
ら
5
つ
画
像
を
取
っ
て
，
代
表
的
な
例
を
示
し
た
．
 (
A
) 
K
T
2
4
4
0
株
で
の
画
像
 (
B
) 
K
T
2
4
4
0
(p
C
A
R
1
)株
で
の
画
像
を
示
す
．
1
8
0
  
x
 1
8
0
 μ
m
 (
x
y
) 
の
範
囲
を
示
す
．
ス
ケ
ー
ル
バ
ー
は
 4
0
 μ
m
 を
示
す
．
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F
ig
. 
2
-1
 に
お
い
て
記
し
た
方
法
で
，
シ
ャ
ー
レ
を
用
い
て
 3
0
℃
 で
静
置
培
養
し
た
も
の
を
観
察
に
供
し
た
．
6
, 
1
2
時
間
の
培
養
後
に
シ
ャ
ー
レ
の
培
養
液
を
捨
て
，
p
B
B
ad
1
8
k
 保
持
株
に
は
0
.0
2
 m
M
の
ア
ラ
ビ
ノ
ー
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察
に
供
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6
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1
2
時
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養
後
に
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ャ
ー
レ
の
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養
液
を
捨
て
，
p
B
B
ad
1
8
k
 保
持
株
に
は
0
.0
2
 m
M
の
ア
ラ
ビ
ノ
ー
ス
を
添
加
し
て
培
養
し
た
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最
後
に
，
共
焦
点
レ
ー
ザ
ー
顕
微
鏡
に
よ
る
 6
, 
1
2
 時
間
目
の
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
構
造
の
観
察
を
行
っ
た
．
1
8
0
  
x
 1
8
0
 μ
m
 (
x
y
) 
の
範
囲
を
示
す
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ス
ケ
ー
ル
バ
ー
は
 4
0
 μ
m
 を
示
す
．
画
像
は
 5
枚
の
写
真
の
中
か
ら
代
表
的
な
例
を
示
し
た
．
  
F
ig
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2
-3
5
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4
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R
1
)株
の
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
形
成
に
対
す
る
3
2
個
の
遺
伝
子
の
過
剰
発
現
の
影
響
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第 3 章 
pCAR1 保持株・非保持株が共存した際のバイオフィルムの解析 
3-1. 緒言 
実際の環境中では，均一化された集団は存在せず，たとえ同じゲノムを持つ菌でも土
壌中，河川・湖沼中と異なる環境に生きているものは全く異なる生理状態を示す．例え
ば河川水中では，水面近くで棲息するものと嫌気的な川底に付着してバイオフィルムを
形成して棲息するものには，大きな生理的違いが生じていることは疑いようがない．し
かもそこにいるのは単一の菌ではなく，多様な菌が混ざり合いひしめき合いながらも微
小な空間で棲み分けを果たしていると考えられる [Hibbing et al., 2009]．第 2 章では「単
独培養で同一のプラスミドを保持する 3 宿主を比較する」という着眼点で研究を進めて
きたが，上述のように実環境中には多数の土着の菌が存在している．また，プラスミド
が宿主のバイオフィルム形成に与える影響についての既存の報告の多くは単独の宿主
を使用している．以上を考慮すれば，複数の宿主が存在する場合のプラスミド保持株の
挙動を解析することは，実環境中，特にバイオフィルム形成条件で生育する宿主の振る
舞いに対してプラスミド保持がどの様な意味を持つかを解明する重要な鍵になる． 
そこで本章では，第 2 章で得られた知見を基に，pCAR1 保持株・非保持株を混合し
て培養することでバイオフィルムを形成させ，プラスミド保持株と非保持株の挙動を解
析し，バイオフィルム内での棲み分けや生き残りについてプラスミドが果たす役割を解
明することを目的とした． 
 
  
3-2. 材料と方法 
3-2-1. 使用した菌株，プラスミド，培地 
本章で使用した培地はLBであり，組成はTable 2-1に示した．使用した菌株およびプラ
スミドはTable 3-1に示した． 
 
3-2-2. 試薬，酵素，基本的な実験操作 
第 2 章の 2-2-2 に示した． 
 
3-2-3. GFPやmCherryを保持したプラスミドの作製とその宿主株の作製 
混合培養した場合の挙動を解析するため，各株にそれぞれ緑色蛍光タンパク質 (GFP)
と赤色蛍光タンパク質 (mCherry) を挿入した株を作製した．プラスミドの作製法の詳
細は以下の通り． 
まず，gfp遺伝子は，pKEN GFP mut3b (Addgene，Cambridge，MA，USA) からXbaI-PstI
の制限酵素で切り出した産物をpZErO™-2 ベクター (Invitrogen，Carlsbad CA) にクロー
ニングしシーケンスを確認した．得られたプラスミドをマルチクローニングサイト内の
BamHIとXbaI サイトで切断し，同じ制限酵素 (BamHI-XbaI) で処理したpBBR1MCS-5 
[Kovach et al., 1995] とそれぞれライゲーションし，目的のプラスミドを得た (Fig. 3-1)． 
mCherryについてはpGEM-mCherry [Lagendijk et al., 2010]からBamHIの制限酵素で切
り出し，同じ制限酵素 (BamHI) で処理したpBBR1MCS-5とライゲーションし，目的の
プラスミドを得た (Fig. 3-2)．作製したプラスミドをそれぞれエレクトロポレーション
法 (第 2 章の2-2-5) によってpCAR1保持・非保持の3種のPseudomonas属細菌 (P. putida 
KT2440，P. aeruginosa PAO1，P. fluorescens Pf0-1) にそれぞれ導入した． 
 
3-2-4. 単独バイオフィルムの形成試験 
第 2 章の 2-2-6 に示した． 
 
3-2-5. 共存バイオフィルムの形成試験 
混合培養の実験は静置培養系と連続培養系の二つの方法を用いて行った. 前培養ま
では第 2 章の 2-2-6 に示した方法を用いた．その後の操作については以下に示す． 
 
 ・静置培養系 
得られた各株の培養液を比率が 1：1 (2 種併せて OD600が 0.01 となるように植菌した) 
となるようにシャーレに混合植菌し，60° 程度傾けた状態で，30℃で静置培養した．培
養開始 6，12 時間後に，2-2-7 に示す方法で共焦点レーザー顕微鏡によるバイオフィル
ムの観察を行った． 
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本
章
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菌
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ド
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. 
・連続培養系 
得られた各株の培養液を比率が 1：1 (2 種併せて OD600が 0.01 となるように植菌した) 
となるように希釈した．三方活栓により 300 μl の細胞懸濁液を下流から注入し，室温で
1 時間静置することで微生物の付着を促した．その後 0.2 ml/min の速度で 1/10 LB 培地
の連続供給を開始し，30°C で 144 時間まで培養を行った．バイオフィルムの観察は共
焦点レーザー顕微鏡で 24 時間ごとに行った． 
 
3-2-6. 共焦点レーザー顕微鏡によるバイオフィルムの観察及び画像獲得 
蛍光タンパク質が挿入されてない株については，第 2 章の 2-2-7 に示した非破壊，
非染色など無処理でバイオフィルムの構造の可視化ができる手法で検出した．蛍光タン
パクを保持している株の観察については，GFP の場合，波長 488 nm のアルゴンレーザ
ーを照射し，波長 509 nm の蛍光を検出した．mCherry の場合は波長 543 nm のヘリウム
ネオンレーザーで照射し，波長 610 nm の蛍光を検出した． 
 
3-2-7. フローサイトメトリー (Flow cytometry) 
フローサイトメトリーは細胞の大きさや内部構造の違い，蛍光強度などを 1 個ずつ測
定する方法で，1 回の操作で多くのパラメーターを客観的かつ高速に測定することがで
きるものである．手順の説明を以下に示す． 
GFPやmCherryを保持する pCAR1保持・非保持の 3種の Pseudomonas属細菌に関し，
混合培養した際の各株の比率をそれぞれ定量した．前培養までは第 2 章の 2-2-6 に示
した方法を用い，得られた培養液をそれぞれ初期 OD600が 0.05 となるように 500 ml 容
へそ付フラスコに入った 100 ml の LB 液体培地に混合植菌し，30ºC，120 rpm で培養し
た．24 時間ごとに新しい LB 液体培地に植え継ぎ，計 144 時間培養した．解析にはフロ
ーサイトメトリー (BD Biosciences，USA) を用いて培養開始 24，48，72，96，120，144
時間培養した菌株を使用した．解析に用いたパラメーターを以下に示す． 
･前方散乱光 (Forward scatter：FSC) =細胞の大きさや表面積を示す 
･側方散乱光(Side scatter：SSC) =細胞内部構造の複雑さを示す 
･FITC (fluorescein isothiocyanate)：GFP 蛍光検出用 
･PE (Phycoerythrin)：mCherry 蛍光検出用 
 
3-2-8．生育曲線の作成 
GFP や mCherry を保持した株の生育について，LB 培地で OD600を経時的に測定する
事で観察した．なお，詳細な手順は補章 1 に記した． 
 
3-2-9. pCAR1 保持率測定試験 
pCAR1 を保持している株 [KT2440(pCAR1)，PAO1(pCAR1)，Pf0-1(pCAR1)] において，
pBBR1MCS-5::gfp や pBBR1MCS-5::mCherry ベクターの保持が pCAR1 の安定性に影響
を及ぼさないかを LB培地で培養開始 3時間目と 18時間目で生じたコロニーを CARプ
レートにパッチし CAR 資化能を有するコロニーの割合を測定することで確認した．実
験の手順は補章 1 に記した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3-3. 結果と考察 
 
3-3-1．単独培養によるバイオフィルム形成 
蛍光タンパク質はしばしば細胞の生理状態の変化を引き起こすため，まず作製した株
をそれぞれ単独培養し，2-3-1で見られた蛍光タンパク質を保持してない野生型株での
表現型の再現ができるかなどの基盤情報を取得する．さらに，同じ株で蛍光タンパク質
を入れ換えたものを作製し，これらの影響を見ることで蛍光タンパクによるバイオフィ
ルム表現型への影響も確認した．次に，蛍光タンパク質の遺伝子を組み込んだ菌株の単
独でのデータが蓄積したら，各株を混合培養した場合の挙動を，共焦点走査型レーザー
顕微鏡を用いて解析を行った． 
まず，pBBR1MCS-5::gfpやpBBR1MCS-5::mCherryベクターが各株に生育負荷を与えな
いか確認した．3-2-8に示した方法で培養し，3時間ごとに24時間まで生育曲線の作成を
行 っ た ． そ の 結 果 ， pCAR1 保 持 株 や pCAR1 保 持 株 に pBBR1MCS-5::gfp ，
pBBR1MCS-5::mCherryベクターが入っているほとんどの株で生育に違いは見られず 
(Fig. 3-3，Fig. 3-4，Fig. 3-5)，これらのベクターの保持に伴う生育への影響は無いこと
を確認した．また，pCAR1やGFP，mCherry発現ベクターが時間経過に伴い脱落してい
く可能性を検討するために，三つのpCAR1保持株 [KT2440(pCAR1), PAO1(pCAR1) 又
はPf0-1(pCAR1)] にGFP，mCherry発現ベクターを保持させた株の安定性試験を，3-2-9
の方法でCAR資化能や蛍光を発する株の割合を測定することで行った．培養開始3時間
目と24時間目で各株についてそれぞれ100コロニーずつCARプレート，LBプレートにパ
ッチして培養し，CARプレートではクリアゾーンの有無によりCAR資化能の保持率を，
LBプレートでは蛍光を発する株の割合を測定した．その結果，いずれも99 %以上のコ
ロニーでCAR資化能やGFP，mCherryの発現が見られ，これらの株でpCAR1やGFP，
mCherry発現ベクターが安定に保持されることが確認された (Fig. 3-6)． 
次に，Fig. 2-1に示す方法でシャーレに12時間までバイオフィルムを形成させ，共焦
点レーザー顕微鏡よる画像を取得した．その結果，KT2440株はマッシュルーム状や繊
維状のフラットなバイオフィルムを形成し，PAO1株やPf0-1株ではマッシュルーム状ま
たはフラット状のバイオフィルムになる様子が観察され，野生型株と差がないことを確
認した (Fig. 3-7，Fig. 3-8，Fig. 3-9)．さらに，取得した画像についてCOMSTATを用い
てバイオフィルム量を定量した結果，ほとんどの株が野生型株とほぼ同じ数値を示し 
(Table 3-2)，GFP，mCherry発現ベクターが入ることによってバイオフィルム量にも影響
がないことを確かめることができた．このことから，pBBR1MCS-5::gfp又は
pBBR1MCS-5::mCherry保持株・非保持株や蛍光タンパク質を入れ換えたものでバイオフ
ィルム形状に差が見られず，2-3-1で見られた表現型の再現性が確認できたため，これ
らの株を次の混合培養の実験に使用することにした． 
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3-3-2．混合培養によるバイオフィルム形成 
以上の単独培養での結果を受けて，各株について混合培養した場合の影響を解析する
ことにした．各株の混合培養の組み合わせは Table 3-3 に示した (グループ-A，B の違
いは同じ株で蛍光タンパク質を入れ換えたもの)．グループ-A，B の株を，各々Fig. 2-1
や 3-2-5 に示す方法で LB 培地を用いて静置培養し，培養開始後 6，12 時間目に共焦点
レーザー顕微鏡により気液界面付近に形成されたバイオフィルムを観察した．その結果，
各グループ-A，B の組み合わせで 6，12 時間共にバイオフィルムが形成されることが観
察された．またグループ間に形成されたバイオフィルム構造にも差が見られず，同じ構
造を示めすことを確認した (Fig. 3-10)．混合培養での観察結果から，二つの興味深い現
象が見られた．まず，PAO1 株で pCAR1 保持株や非保持株を他の株と混合培養した場
合に各株はマッシュルーム状のバイオフィルムを形成し，他の株の存在はほとんど見ら
れない，すなわちこれらの株が他の株を優占化する傾向が見られた (Fig. 3-11)．次に，
同一の細胞の pCAR1保持株や非保持株をそれぞれ混合した三つの組み合わせ [KT2440 
+ KT2440(pCAR1)，PAO1 + PAO1(pCAR1)，Pf0-1 + Pf0-1(pCAR1)]で，ある一つの株が優
占化することではなく，混ざらない状態，すなわち各株がそれぞれバイオフィルムを形
成している状態で存在する傾向が観察された (Fig. 3-12)．混合培養した場合のバイオフ
ィルム形態については，①両株がバイオフィルムを形成し離れている形態 [Nielsen et al., 
2000]，②両株が共凝集してバイオフィルムを形成した形態 [Rickard et al., 2006]，③両
株が共凝集をしてバイオフィルムを形成するが，それぞれの株が階層化している形態 
[Hansen et al., 2007b] の三つがよく知られている [Elias and Banin, 2012]．しかし，こう
した研究では，プラスミド保持に伴うバイオフィルム形態への影響は考慮しないことが
ほとんどであった．そこで，三つのプラスミド保持株・非保持株の組み合わせに注目し
研究を進めることにした． 
 
3-3-3．pCAR1 保持株と非保持株を混合した場合の生残率の解析 
以前の研究において，浮遊状態で 3 種の Pseudomonas 属細菌 (P. putida KT2440 株，
P. aeruginosa PAO1 株，P. fluorescens Pf0-1 株) を用い pCAR1 保持株と非保持株の競合培
養した際に，pCAR1 保持株の比率が顕著に減少し，淘汰される速度は宿主により異な
る (KT2440 株＞PAO1 株＞Pf0-1 株の順) ことが明らかにされていた [Takahashi et al., 
2014]．一方，上記 3-3-2 のバイオフィルム状態では，KT2440 + KT2440(pCAR1)，PAO1 
+ PAO1(pCAR1)，Pf0-1 + Pf0-1(pCAR1)株を混合培養した場合，pCAR1 保持株も非保持
株と共にバイオフィルム形成し，pCAR1 保持株の淘汰は見られないことが明らかにな
った．このようにプラスミド保持株がバイオフィルム状態と浮遊状態で異なる挙動を示
したため，浮遊状態とバイオフィルム状態でプラスミド保持株の淘汰されやすさを比較
することにした．解析手法として，バイオフィルム状態では共焦点レーザー顕微鏡を用
い，浮遊状態では顕微鏡法に加えてサンプル中の細菌の大きさや内部構造の違い，蛍光
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強度などを一細胞毎に測定できるフローサイトメトリーを用いた (Fig. 3-13)． 
以前の浮遊状態での研究は，コハク酸を唯一の炭素源とする液体無機培地で 24 時間
ごとに 1/100 量ずつ植え継ぎを繰り返しながら，合計 144 時間培養したものをコロニ
ーハイブリダイゼーション法によりプラスミド保持株の比率を算出したが，今回は蛍光
タンパク質発現ベクターの保持や培地の違いなど実験条件が異なっていた．そこで 24 
時間ごとに LB 培地で植え継ぎを繰り返しながら合計 144 時間まで培養し，プラスミド
保持株が以前と同様に淘汰されるかフローサイトメトリーや共焦点走査型レーザー顕
微鏡を用いて確認した．その結果，KT2440 + KT2440(pCAR1)，PAO1 + PAO1(pCAR1)，
Pf0-1 + Pf0-1(pCAR1)株の全ての組み合わせ共通に pCAR1 非保持株の比率は上昇が見ら
れたものの，pCAR1保持株の比率は減少して行く傾向が見られた (Fig. 3-14上, Fig. 3-15
上, Fig. 3-16 上, Fig. 3-17 左)．さらに，蛍光タンパク質を入れ換えた株でも pCAR1 保持
株の比率が減少し，上記の結果と一致している (Fig. 3-14下, Fig. 3-15下, Fig. 3-16下, Fig. 
3-17 右)．このことから，浮遊状態で pCAR1 保持株と非保持株を混合して継代培養する
と，やはり pCAR1 保持株の比率が減少することが確認された．また，上記と同じよう
に LB 培地に植え継ぎを繰り返しながら合計 144 時間まで培養し，24 時間ごとに共焦
点レーザー顕微鏡を用いて解析を行った．画像解析ソフトウェア IMARIS を用いて細胞
の画像を取得したところ，目で区別可能なほどに，培養時間に伴い pCAR1 保持株の淘
汰が見られた(Fig. 3-18，Fig. 3-19，Fig. 3-20)．また，得られた画像から COMSTAT でプ
ラスミド保持株と非保持株の比率を定量したところ，pCAR1 保持株の比率が顕著に減
少し (Table. 3-4)，フローサイトメトリーの結果と一致していた．以上より，混合培養
した浮遊状態の集団中では，pCAR1 非保持株が優占化することが確認された． 
次に，混合培養したバイオフィルム状態での結果を示す．バイオフィルム状態では
3-2-5 に示した連続培養系を用いて 144 時間まで培養しながら，24 時間ごとに共焦点レ
ーザー顕微鏡による画像を取得し，IMARIS や COMSTAT を用いてバイオフィルムの画
像の処理や定量を行った．まず，3-3-2 の静置培養系で得られた結果と表現型が一致し
ているかどうかを同じ時点である 12 時間後に観察した．その結果，三つの組み合わせ 
[KT2440 + KT2440(pCAR1)，PAO1 + PAO1(pCAR1)，Pf0-1 + Pf0-1(pCAR1)] で，静置培
養系での観察結果と同様の結果が得られた (データ示さず)．さらに，これらを長期培
養すると KT2440 + KT2440(pCAR1)や Pf0-1 + Pf0-1(pCAR1)ではバイオフィルム形態に
変化は見られなかったものの，PAO1 + PAO1(pCAR1)を長期培養すると pCAR1 保持株
のバイオフィルム形態に変化が見られなかったのに対し，pCAR1 非保持株はマッシュ
ルーム状態からフラット状なバイオフィルムへの形態変化が見られた (Fig. 3-21)． 
また，24 時間ごとに 144 時間まで取得した各画像について，COMSTAT 用いて pCAR1
保持株と非保持株の比率を定量した (Table. 3-5)．その結果，KT2440 + KT2440(pCAR1)，
Pf0-1 + Pf0-1(pCAR1)株の両方の組み合わせで，時間が経過するにつれて pCAR1 保持株
の淘汰は見られず，プラスミド保持・非保持株が形成するバイオフィルムの量はほぼ同
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じ数値を示していた．さらに，蛍光タンパク質を入れ換えたものでも上記の結果と一致
していることが確認された．しかし，PAO1 + PAO1(pCAR1)株では 72 時間までにプラス
ミド保持・非保持株はほぼ同じ数値を示しているが，92 時間目からプラスミド非保持
株の比率の増加が見られた．その理由としてプラスミド保持・非保持株が形成するバイ
オフィルムの厚さは同じだとするとマッシュルーム状態よりフラット状への形態変化
をしたプラスミド非保持株が単位面積あたりのバイオフィルム量が多いことを考えら
れる．以上より，プラスミド保持菌は浮遊状態よりバイオフィルム状態で生存に有利に
働くことができ，バイオフィルム状態でプラスミドを保持する菌が生き残りやすいと考
えられる．以前の研究で P. putida KT2442 株を用いて浮遊状態とバイオフィルム中でト
ルエン分解プラスミド (pWW0) の分離による脱落頻度を調べた結果，浮遊状態よりバ
イオフィルム状態でプラスミドの脱落頻度が高く，さらにバイオフィルム内部より外側
の層でプラスミドの脱落頻度が高いという，今回の結果と反対になる報告がある [Ma et 
al., 2013]．Madsen らは立体構造を持つバイオフィルム状態では基質に対する濃度勾配
が生じているため，長期培養すると基部にあるプラスミド保持菌は濃度勾配による影響
が浮遊状態での保持菌より受けにくい，すなわちバイオフィルムの基部にあるプラスミ
ド保持菌は活動が低いため，分離によるプラスミドの脱落もなくそのまま保持している
という仮説を立てた [Madsen et al., 2013]．以前の研究は，単独培養した時での結果で，
さらに長期培養するとバイオフィルム状態でプラスミド保持株の比率が高くなるなど
の仮説を示したが，本研究では，異なる実験条件のため同列に議論することはできない
が，この仮説を実験的に検証することもできたのは重要な意義があると考えられる． 
また，バイオフィルム内で生存する個々の細胞は浮遊状態の細胞と生理学・形態学的
に異なる形質を示すことが知られている．さらに，バイオフィルム状態と浮遊状態での
接合頻度の違いについて，事実，バイオフィルム内の密接した状態は接合伝達に有利に
なるという報告もある [Babic et al., 2011]．プラスミドの保持によるバイオフィルム量
の変化や表現型への影響を考えるとプラスミド保持株が混合培養したバイオフィルム
状態と浮遊状態で異なる挙動を示めすことは，プラスミドの接合伝達により細胞内物質
量の変化を引きこされる可能性も考えられる．さらに，pCAR1 のコピー数の違いが原
因である可能性が考えられる．以前，浮遊状態でコハク酸を唯一の炭素源とする液体培
地で上記 3 宿主におけるコピー数を測定した結果，1~3 でほぼ一定であることが知られ
ている[Takahashi et al., 2014]．しかし，立体構造を持つバイオフィルム状態では基質に
対する濃度勾配が発生し，形成されたバイオフィルムの各位置による pCAR1 のコピー
数の違いが生じている可能性が考え，今後は時間と共に細かいな解析が必要であると考
えられる． 
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Fig.  3-8. GFP発現株が 形成するバイオフィルムの観察   
GFP発現株をそれぞれFig. 2-1 に示す方法で LB 液体培地で静置培養し，培養開始後 12時間目に共焦点顕微鏡を用いて画像を
取得した．180 x 180 μm (xy) の範囲を示す．画像は 5 枚の写真の中から代表的な例を示した．図中のスケールバーは 40 μm 
を示す． 
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Fig.  3-9. mCherry発現株が 形成するバイオフィルムの観察   
mCherry発現株をそれぞれFig. 2-1 に示す方法で LB 液体培地で静置培養し，培養開始後 12時間目に共焦点顕微鏡を用いて画
像を取得した．180 x 180 μm (xy) の範囲を示す． 画像は 5 枚の写真の中から代表的な例を示した．図中のスケールバーは 40 
μm を示す． 
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Fig.  3-10. 様々な組み合わせで混合培養した場合に形成するバイオフィルムの観察   
Table. 3-3 に示す組み合わせで，Fig. 2-1 に示す方法で LB 液体培地で静置培養し，培養開始後12時間目に共焦点顕微鏡を用
いて画像を取得した．各組み合わせで蛍光タンパク質を入れ換えたものでgfp + mCherry又はmCherry + gfpに示す．180 x 180 
μm (xy) の範囲を示す．画像は 5 枚の写真の中から代表的な例を示した．図中のスケールバーは 40 μm を示す． 
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3D-Top 
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Fig.  3-11. pCAR1保持・非保持株を混合培養した時に形成するバイオフィルムの観察   
3種類のpCAR1保持と非保持の組み合わせを， Fig. 2-1 に示す方法で LB 液体培地で静置培養し，
培養開始後 12時間目に共焦点顕微鏡を用いて画像を取得した．各組み合わせで蛍光タンパク質
を入れ換えたものをgfp + mCherry (上) 又はmCherry + gfp (下) に示す．180 x 180 μm (xy) の範囲
を示す．(A) KT2440 + KT2440(pCAR1)，(B) PAO1 + PAO1(pCAR1)，(C) Pf0-1 + Pf0-1(pCAR1)を
示す画像は 3 枚の写真の中から代表的な例を示した．図中のスケールバーは 40 μm を示す． 
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(C) 
Fig.  3-17.プローサイトメトリーを用いたpCAR1保持・非保持株の比率   
Fig．3-13 に示す方法で，24 時間ごとにLB培地で植え継ぎを繰り返しながら合計144 時間まで
培養し，24 時間ごとにプローサイトメトリーを用いてpCAR1保持・非保持の比率を定量した．
(A) KT2440 + KT2440(pCAR1)，(B) PAO1 + PAO1(pCAR1)，(C) Pf0-1 + Pf0-1(pCAR1)を示す．横
軸： 培養時間，縦軸：総細胞の割合 (%) を示す．左：gfp + mCherry，右：mCherry + gfp の
組み合わせを示す． 独立した3回の実験の平均値を，エラーバー ( 標準誤差) とともに示してい
る． 
KT2440(pBBR1MCS-5::mCherry)+KT2440(pCAR1)(pBBR1MCS-5::gfp) 
KT2440(pBBR1MCS-5::gfp)+KT2440(pCAR1)(pBBR1MCS-5::mCherry) 
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 
Fig.  3-18.共焦点顕微鏡を用いたKT2440株のpCAR1保持・非保持株の画像  
Fig．3-13 に示す方法で， 24 時間ごとにLB培地で植え継ぎを繰り返しながら合計144 時間
まで培養し， 24 時間ごとに共焦点顕微鏡を用いて画像を取得した． pCAR1保持・非保持の
比率を定量した．(上) gfp + mCherry，(下) mCherry + gfp の各組み合わせ示す．画像は 3枚の
写真の中から代表的な例を示した．スケールバーは 20 μm を示す． 
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 
PAO1(pBBR1MCS-5::gfp)+PAO1(pCAR1)(pBBR1MCS-5::mCherry) 
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 
Fig.  3-19.共焦点顕微鏡を用いたPAO1株のpCAR1保持・非保持株の比率を測定  
   
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 
Fig．3-13 に示す方法で， 24 時間ごとにLB培地で植え継ぎを繰り返しながら合計144 時間
まで培養し， 24 時間ごとに共焦点顕微鏡を用いて画像を取得した． pCAR1保持・非保持の
比率を定量した．(上) gfp + mCherry，(下) mCherry + gfp の各組み合わせ示す．画像は 3枚の
写真の中から代表的な例を示した．スケールバーは 20 μm を示す． 
PAO1(pBBR1MCS-5::mCherry)+PAO1(pCAR1)(pBBR1MCS-5::gfp) 
Pf01-(pBBR1MCS-5::mCherry)+Pf0-1(pCAR1)(pBBR1MCS-5::gfp) 
Pf0-1(pBBR1MCS-5::gfp)+Pf0-1(pCAR1)(pBBR1MCS-5::mCherry) 
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 
Fig.  3-20.共焦点顕微鏡を用いたPf0-1株のpCAR1保持・非保持株の比率を測定  
  Fig．3-13 に示す方法で， 24 時間ごとにLB培地で植え継ぎを繰り返しながら合計144 時間
まで培養し， 24 時間ごとに共焦点顕微鏡を用いて画像を取得した． pCAR1保持・非保持の
比率を定量した．(上) gfp + mCherry，(下) mCherry + gfp の各組み合わせ示す．画像は 3枚の
写真の中から代表的な例を示した．スケールバーは 20 μm を示す． 
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 
KT2440+KT2440(pCAR1) 
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 
(A) 
(B) 
PAO1+PAO1(pCAR1) 
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 
(A) 
(B) 
(A) 
(B) 
Pf0-1+Pf0-1 (pCAR1) 
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 
Fig.  3-21.共焦点顕微鏡を用いたpCAR1保持・非保持株を混合培養した時の画像  
3-2-5に示してある連続培養系を用いてLB培地で144時間まで培養しながら，24時間ごとに
共焦点レーザー顕微鏡による画像を獲得した． (A) gfp + mCherry，(B) mCherry + gfp の各組
み合わせ示す．(上) KT2440 + KT2440(pCAR1)，(中) PAO1 + PAO1(pCAR1)，(下) Pf0-1 + Pf0-
1(pCAR1)を示す．画像は 3枚の写真の中から代表的な例を示した．スケールバーは 20 μm 
を示す． 
第 4章 
総括と展望 
 
本研究では，IncP-7 群カルバゾール分解プラスミド pCAR1 が宿主のバイオフィルム
形成にどのような影響を与えるのか，その効果が宿主ごとにどのように異なるのかを調
べると共に，その原理の解明を試みた．さらに，pCAR1 保持株・非保持株を混合培養
したバイオフィルム中におけるプラスミド保持株と非保持株の挙動を解析することで，
複合的なバイオフィルム内での棲み分け・生き残りにおいてプラスミドが果たす役割を
明らかにした． 
 
第 2章では，P. putida KT2440，P. aeruginosa PAO1，P. fluorescens Pf0-1株が pCAR1
保持・非保持時に形成するバイオフィルムの形状を観察した．PAO1 株と Pf0-1 株では
pCAR1 保持に伴う目立った変化は見られなかったのに対し，KT2440 株では pCAR1 保
持に伴いバイオフィルムがフラットに変化し細胞も繊維状に変化した．また，他の Inc
群に属するプラスミド NAH7 (IncP-1)，RP4 (IncP-9) を保持した KT2440株では繊維状
化は観察されなかったことから，この現象は pCAR1 (IncP-7) 特異的に起こることが示
唆された．pCAR1 上には宿主染色体の転写制御ネットワークを変え得る因子として 3
つの NAPs遺伝子が存在しているため，これら NAPs遺伝子の単独破壊株及び二重破壊
株が形成するバイオフィルムの形状を観察したところ，単独破壊株では
KT2440(pCAR1)株との差は見られなかったものの，pmrと phu，pmrと pndの二つの二
重破壊株ではバイオフィルムの繊維状化が劇的に亢進することが明らかとなった．すな
わち pCAR1上にコードされる NAPsは，pCAR1が宿主のバイオフィルムの形状を変化
させる際に重要な鍵因子であることが示された． 
上記の繊維状化の原因を探るため，pCAR1 の保持や NAPs 遺伝子の破壊がバイオフ
ィルム形成時のトランスクリプトームに及ぼす影響を，高密度タイリングアレイを用い
て網羅的に調べた．その結果，繊維状化の原因となる，あるいは繊維状化を亢進する可
能性がある 32個の候補遺伝子を見出した．選抜された 32個の遺伝子について，繊維状
化しない宿主である KT2440 株と繊維状化する KT2440(pCAR1)株を用いて過剰発現株
を作製し，各遺伝子の発現がバイオフィルムへ及ぼす影響を共焦点レーザー顕微鏡にて
評価した．その結果，KT2440 株を用いた過剰発現株では PP_2193 (TonB-dependent 
siderophore receptor) を高発現させた株で菌体が伸びる現象が観察された．また，
KT2440(pCAR1) 株を用いた過剰発現株では PP_0308 (membrane dipeptidase) や PP_0309 
(hypothetical protein) を高発現させた株で繊維状化の亢進が観察された．PP_2193は鉄欠
乏の時に転写されると考える遺伝子であり，菌体の繊維状化への変化することによる細
胞中の鉄欠乏が起きる可能性が示唆された．一方，PP_0309や PP_0308については詳細
な解析は行われておらず，生理機能は不明である．以上より，KT2440株の pCAR1保持
に伴う繊維状化には，複数の遺伝子が関与することが示唆された． 
 
第 3章では，第 2章の単独培養で得られた知見を基に，3種の Pseudomonas属細菌 (P. 
putida KT2440株，P. aeruginosa PAO1株，P. fluorescens Pf0-1株) について pCAR1保持
株・非保持株を様々な組み合わせで混合培養し，pCAR1 保持が複合的なバイオフィル
ムに及ぼす影響を解析した．その結果，PAO1 株を他の株と混合培養すると pCAR1 保
持・非保持に関わらずバイオフィルム中で優占化すること，同一細菌間で pCAR1保持・
非保持株を混合培養すると [KT2440 + KT2440(pCAR1)，PAO1 + PAO1(pCAR1)，Pf0-1 + 
Pf0-1(pCAR1)] 一方の優占化は見られず，各株それぞれがバイオフィルムを形成し，混
ざらない状態で存在することが明らかとなった． 
過去当研究室では，pCAR1保持株と非保持株の競合培養を行うと pCAR1保持株が淘
汰されること，pCAR1 保持株の淘汰されやすさは宿主ごとに異なることが明らかにさ
れていた [Takahashi et al., 2014]．そこでフローサイトメトリーや共焦点レーザー顕微鏡
を用いてバイオフィルム状態と浮遊状態における各株の割合を比較したところ，立体構
造を持つバイオフィルム状態ではプラスミド保持株が淘汰されずに生き残っているこ
とが明らかとなった．細菌は実環境中において，多種多様な細菌群から形成されるバイ
オフィルム形態をとって生きていることが多い．本研究で見出した，浮遊状態とバイオ
フィルム状態における pCAR1保持株の淘汰されやすさの違いは，プラスミド保持株の
実環境中での生態を深く理解する上で重要であると考えられる． 
 
本研究は，KT2440株において pCAR1保持がバイオフィルムの繊維状化を引き起こす
メカニズムの解明には至らなかったものの，繊維状化に関与する 3つの遺伝子が取得で
きたという点で，一定の成果を挙げたと言える．さらに，複合微生物系におけるプラス
ミドの挙動についても，浮遊状態とバイオフィルム状態ではプラスミド保持株の生き残
りやすさが異なることを明らかにすることができた． 
これらの現象を別な視点で眺めれば，本研究の目指すものは，接合伝達性プラスミド
を保持した細菌が非保持菌集団内に存在する場合に，どのようにプラスミドが水平伝播
していくのか，という点を解析することに似ている．バイオフィルム内のように個々の
細胞が密接した状態は接合伝達には有利と考えられ，事実，そのような空間的に近接し
た細胞はプラスミドの接合に有利になるという報告もある [Babic et al., 2011]．今後は
多様な細菌集団におけるプラスミドの接合伝達現象の解析を行うことで，プラスミドを
受け取った少数の接合伝達体の挙動がより実環境に則した状態で明らかになると期待
される．さらにプラスミドが宿主染色体の遺伝子発現様式を変化させる因子であること
を考慮すれば，複合微生物系バイオフィルム内での接合伝達現象を理解することは細菌
ゲノム・プラスミドの進化を考える上で重要な糧となるだろう． 
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補章 1-1. アガロースゲル電気泳動 
アガロースゲル電気泳動は Mupid 小型電気泳動槽 (ADVANCE Co. Ltd., Tokyo, Japan) 
を用いて，室温において 100 V で行った．詳細な手順は以下の通り． 
 
試薬 
・ アガロース ME 中電気浸透 (Nacalai Tesque) 
・ 50×TAE (1 L) 
242 g    トリス塩基 
57.1 mL  酢酸 
100 mL   0.5 M ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (pH=8.0) 
700 mL の dH2O に上記の順で溶解させ，1000 mL に fill up して調製した(常温保存)． 
使用時は dH2O で 50 倍に希釈し，1×TAE として用いた． 
・ 10×Loading Dye (Takara Bio) 
・ One STEP Marker 5 (Nippon Gene) (分子量マーカー) 
・ One STEP Marker 6 (Nippon Gene) (分子量マーカー) 
・ Ethidium bromide (EtBr) solution (Nippon Gene)（染色液） 
 dH2O で推奨濃度に希釈して使用した． 
操作 
＜アガロースゲルの作製＞ 
(1) アガロース濃度は，泳動する DNA 断片の長さに応じて，0.9% (目的バンド≧1000 bp)
または 2% (300 bp≦目的バンド<1000 bp) のアガロース ME を 1×TAE に加え，電子レン
ジで加熱しながら寒天粉末を完全に溶解させた． 
(2) ゲルメーカーに静かに流し込み，コームを差して室温で 40 分程度静置し，完全に
固まってからコームを抜いた． 
 
＜電気泳動と検出＞ 
電気泳動用のバッファーには 1×TAE を使用した． 
(1) サンプルに 10×Loading Dye を加えてゲルにアプライし，100 V で dye がゲルの下端
に移動するまで (30~40 分程度) 泳動を行った． 
(2) ゲルを EtBr 溶液に浸して 15 分間静置した．その後 FAS (Toyobo)で検出を行った． 
 
補章 1-2. DNA 断片の精製 
ゲルからの DNA の回収には，E.Z.N.A® Gel Extraction Kit (Omega Bio-Tek, Doraville, 
GA)  を使用してアガロースゲルから精製した．操作は添付のプロトコールに従った． 
 
補章 1-3. 大腸菌からのプラスミド抽出 
試薬及び酵素 
・ Solution I 
  25 mM  Tris-HCl  (pH 8.0) 
   10 mM  EDTA 
   50 mM  glucose 
・ Solution II (用時調製) 
 0.2 N    NaOH 
 1% (w/v)  sodium dodecyl sulfate (SDS) 
・  Solution III 
 potassium acetate  29.4 g 
 AcOH          11.5 ml 
 dH2O     fill up to 100 ml 
・ TE buffer  
 1 M Tris-HCL (pH 8.0)  1 ml 
 0.5 M EDTA          0.2 ml 
・ フェノール/クロロホルム  
・ 100% (w/v) エタノール 
・ 70% (w/v) エタノール 
・ RNase A (Nippon Gene) 
 
操作 
(1) E. coli の培養液 2 mL を 2 mL チューブに分注し，15,000 rpm, 4C で 1 分間遠心を行
うことにより集菌した．遠心後，上清を除去した． 
(2) 100 μL の solution I を加えて菌体を懸濁した (vortex) ． 
(3) 200 μL の solution II を加え，チューブをゆっくりと回転倒させることにより中身を
混合させた後，氷上で 5 分間静置した． 
(4) 150 μL の solution III を加え，チューブをゆっくりと 5 回転倒させることにより中身
を混合させた後，氷上で 5 分間静置した． 
(5) 15,000 rpm, 室温で 5 分間遠心を行った後，上清を新しい 1.5 mL チューブに移した． 
(6) 上清と等量のフェノール/クロロホルムを加えてよく混合した． 
(7) 15,000 rpm, 室温で 10 分間遠心を行った後，上層を新しい 1.5 mL チューブに移し
た． 
(8) 1 mL の 100%エタノールを加えてよく混合し，氷上で 5 分間静置した． 
(9) 15,000 rpm, 4C で 15 分間遠心を行った後，上清を除去した． 
(10) 400 uL の 70%エタノールを加え，チューブ壁面を穏やかに洗浄した． 
(11) 15,000 rpm, 4C で 5 分間遠心を行った後，上清を除去し，デシケーターで 10 分程
度乾燥させた． 
(12) 100 μL の TE buffer を加えて沈殿を溶解させた． 
(13) 終濃度 10 μg/ml のRNaseA (DNase free) (Nippon gene) を含むTE buffer を40 μl 加
えて 
ペレットを溶解し，37°C でインキュベート (15 min 以上) した．その後 -20Cで
保存した． 
 
補章1-4. 大腸菌の形質転換 
コンピテントセル (50 μl) にプラスミド溶液またはライゲーション産物を加え，氷上
で 30 分間静置した．その後 42C で 90 秒間インキュベートし，氷上で 5 分程静置した．
これに 500 μl の LB 培地を加えて，37°C で 1 時間の回復培養を行い，Gm を添加した
LB 選択プレートに塗布し，37C で 16 時間静置培養を行い，形質転換株を取得した． 
  
 
補章1-5. エレクトロポレーション用のコンピテントセルの調製 
Pseudomonas属のコンピテントセルは Itohらの方法 [Itoh et al., 1994] をもとに作製し
た．詳しい手順を以下に示す． 
(1) P. putida KT2440株及びP. putida KT2440(pCAR1)株のグリセロールストックよりLB 
プレートに白金耳を用いて植菌し，30°C、24 h 培養した． 
(2) 出現したシングルコロニーを滅菌つまようじを用いて，LB プレートと CAR プレー
トに 10 個程度パッチし，30°C で培養した (24 hour 以内)． 
(3) P. putida KT2440(pCAR1)株は CAR プレート上にクリアーゾーンを作ったコロニー
を、P. putida KT2440 株ではクリアーゾーンを作ってない株の LB プレート上のコロ
ニーを白金耳で 5 ml の LB 液体培地にそれぞれ植菌し，30°C，300 rpm で 24 h 培養
した． 
(4) 培養液を回収前に氷上で 10 min 静置した (これ以降の操作は全て 4°C で行う)． 
(5) 2 ml の培養液を遠心し，菌体を回収した (12,000 rpm, 5 min, 4°C)． 
(6) 2 ml のエレクトロポレーションバッファー  (300 mM sucrose, 5mM potassium 
dihydrogenphosphate) で 2 回洗菌した． 
(7) 0.5 ml の同バッファーに懸濁した． 
(8) 作製したコンピテントセルは 100 μl ずつ分注した後，残りは使用時まで-80℃で保
存した． 
 
補章 1-6. pCAR1 保持率測定試験 
(1) 各株を滅菌つまようじを用いて CAR プレート上にパッチし，pCAR1 由来の CAR
資化能を有することを確認した． 
(2) 5 ml の LB 液体培地に植菌し，30°C、300 rpm で 14 時間振とう培養した． 
(3) 得られた培養液を底がガラスになっているシャーレにOD600が0.01となるように植
菌し，それを 60°程度の傾けた状態で，30℃で静置培養した． 
(4) バイオフィルムが形成し初める 3 時間目とはがれていく 18 時間目で，一つの同じ
シャーレの培養液から白金耳で LB 寒天培地にストリークし (浮遊状態)，シャーレ
に付着しているバイオフィルを白金耳で LB 寒天培地にストリークし，30°C、24 時
間培養した． 
(5) 生じたコロニーを滅菌つまようじを用いて 100コロニーずつCAR プレートにパッ
チした．  
(6) CAR プレート上で CAR 資化能を有するコロニーの割合を測定する． 
 
補章1-7．生育曲線の作製 
(1) グリセロールストックを白金耳で LB プレートにストリークし，30°C で培養した 
(24 hour 以内)． 
(2) 出現したシングルコロニーを滅菌つまようじを用いて，LB プレートと CAR プレー
トに 10 個程度パッチし，30°C で培養した (24 hour 以内)． 
(3) CAR プレート上にクリアーゾーンを作った株の LB プレート上のコロニーを白金
耳で 5 ml の LB 液体培地に植菌し，30°C，300 rpm で 14-14.5 h 培養した (前培養)． 
(4) 前培養液を LB 液体培地で，OD600を測定し，開始 OD600が 0.05 となるように植菌
量を計算した． 
(5) 計算した前培養液量をそれぞれ 500 ml 容へそ付フラスコに入った 100 ml の LB 液
体培地に入れ，30ºC，120 rpm で培養しながら，生育曲線の作成を行った． 
(6) 生育は OD600 を測定することでモニタリングした．吸光光度計には，Pharmacia 
Biotech 社の Ultrospec 1000 を用いた． 
 
補章 1-8．RNA マッピングの手順 
RNA の粗抽出 
菌体からの RNA の抽出には，NucleoSpin(R) RNA II キット (MACHEREY-NAGEL) を
使用し，添付のプロトコルを以下のように変更して行った．主な変更点は，溶菌液の
filtration に QIA shredder (QIAGEN) を用いた点と，キット付属の DNase 処理を行わない
点である． 
 
(1) サンプリングした菌体に TE buffer (lysozyme を 0.2 mg/ml 含む) を 100 μl 加え，ピペ
ッティングと vortex ミキサーによってペレットをよく懸濁し，37ºC で 10 min イン
キュベートした． 
(2) RA1 buffer を 350 μl，β-mercaptoethanol を 3.5 μl 加え，軽く混合 (vortex, 2~3 sec) し
た． 
(3) QIA shredder カラムに全量アプライし，遠心 (5,000 ×g, 5 min, RT) した． 
(4) 溶出液に 99.5% EtOH を 250 μl 加え，ピペッティングにより混合した． 
(5) NucleoSpin RNA IIカラムに全量 (約 700 μl) アプライし，遠心 (11,000 ×g, 30 sec, RT) 
した [カラムへの吸着]． 
(6) カラムを新しい collection tube に移し，RA3 buffer を 600 μl アプライして，遠心 
(11,000 ×g, 30 sec, RT) した． 
(7) カラムを新しい collection tube に移し，RA3 buffer を 250 μl アプライして，遠心 
(11,000 ×g, 2 min, RT) した [洗浄 2]． 
(8) カラムを RNase free 1.5 ml 容チューブに移し，dH2O を 40 μl (カラムの中央にのるよ
うに慎重に)アプライし，静置 (1 min) した後，遠心 (11,000 ×g, 2 min, RT) した． 
(9) 1 μl を濃度測定のためにとりおき，残りをすみやかに DNase I 処理に供した．濃度
測定および純度評価は，TE buffer で 50 倍希釈したサンプルを Beckman 社の DU 800 
Spectrophotometer で吸光度 (A260, A280) を測定することで行った． 
[濃度(ng/μl)=A260×40 (RNA の吸光係数) ×50 (希釈倍率)] 
 
DNase I 処理 
RQ1 DNase (Promega) を用い，添付のプロトコルに従って以下のように行った． 
(1) 以下の組成で RNA と DNase を混合し，37ºC で 30 min 反応させた．(この間に前項
の濃度測定を行う) 
 
total RNA (全量)  40 μl   
10X reaction buffer   5 μl  
RQ1 DNase (Promega) (1 unit / μl)  5 μl  
計   50μl  
(2) Stop solution を 5 μl 加えて，65 ºC (ヒートブロック)で 10 min 加熱し，反応を停止し
た． 
 
RNA 精製 
(1) DNase I 処理後のサンプル (110 μl) に，RA1 buffer を 350 μl，β-mercaptoethanol を 3.5 
μl 加えた． 
(2) 99.5% EtOH を 250 μl 加えてピペッティングにより混合した． 
(3) NucleoSpin RNA II カラムに全量をアプライし，遠心 (11,000 ×g, 30 sec, RT) した 
[Binding]．フロースルーをもう一度カラムにアプライし，遠心 (11,000 ×g, 30 sec, RT) 
した． 
(4) カラムを新しい collection tube に移し，RA3 buffer を 600 μl アプライして，遠心 
(11,000 ×g, 30 sec, RT) した [洗浄 1]． 
(5) カラムを新しい collection tube に移し，RA3 buffer を 250 μl アプライして，遠心 
(11,000 ×g, 2 min, RT) した [洗浄 2]． 
(6) カラムを RNase free 1.5 ml 容チューブに移し，dH2O を 40 μl (カラムの中央にのるよ
うに慎重に)アプライし，静置 (1 min) した後，遠心 (11,000 ×g, 2 min, RT) した [溶
出 1]． 
(7) 溶出液を再びカラムにアプライし，静置 (1 min) した後，遠心 (11,000 ×g, 2 min, RT) 
した [溶出 2]． 
 
cDNA 合成・RNA 加水分解 
ランダムプライマーには Random Primer (3 μg/μl, Invitrogen) を 75 ng/μl に希釈して用
い，逆転写酵素には SuperScriptTM II Reverse Transcriptase (Invitrogen) を用いて，以下の
手順で行った． 
 
(1) 以下のように RNA とプライマーを PCR チューブに混合し，以下のプログラムでア
ニ－ルさせた． 
total RNA 12 μg 相当 
20 μl  
温度 時間 サイクル数 
RNase free H2O  
 
70 ºC 10:00 1 
Random primer (Invitrogen) (75 μg / ml) 10 μl 
 
25 ºC 10:00 1 
計  30 μl 
 
4 ºC hold 1 
(2) 反応後のチューブをタッピング→フラッシングした後，以下の試薬を追加し，逆転
写反応を行った． 
 
 
5X First-Strand Buffer   12 μl  温度 時間 サイクル数 
0.1M DTT  6 μl  25 ºC 10:00 1 
10 mM dNTP + dUTP  3 μl  37 ºC 60:00 1 
RNaseOUT 40 units / ml 1.5 μl  42 ºC 60:00 1 
SuperScript
TM
 200 units / ml 7.5 μl  70 ºC 10:00 1 
総計  60 μl  4 ºC hold 1 
(3) 反応後のチューブをタッピング→フラッシングしてから，全量を 1.5 ml 容チューブ
に移し，1N NaOH を 20 μl 加えた．65 ºC (ヒートブロック) で 30 min 加熱し，RNA
を加水分解した． 
(4) 1N HCl を 20 μl 加えて中和した． 
 
cDNA 精製 
QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN)を用いた．これは，サンプルから 40 bp 以下の
DNA (primer など) や未反応のヌクレオチド，ポリメラーゼ，塩を除き，100 bp から 10 
kbp の二本鎖・一本鎖 DNA を回収するキットである． 
 
試薬 
キットに添付 
・PB buffer (標準の PBI バッファーの pH 指示薬を含まないもの，Qiagen 社に問い合わ
せると送付してもらえる．pH 指示薬の成分は企業秘密だが，励起波長 367 nm，エミ
ッション波長 570 nm であり，アレイの検出時にバックグラウンドを上げてしまう恐
れがあると Qiagen 社は警告している) 
・PE buffer (開封時に 99.5% EtOH を指示量加える) 
・EB buffer (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) 
 
始める前に 
・PE buffer のフタに EtOH を加えた印があるか確かめる． 
・PB bufferおよびEB bufferの pHを pH試験紙で確かめる．PB bufferは pH ≤ 7.5，EB buffer
は pH ≥ 8.5 であればよい．この範囲にない場合は，3 M sodium acetate (pH 5.0) で調整
する． 
 
(1) RNA 加水分解後のサンプル (100 μl) に PB buffer を 500 μl (5 倍量) 加えた． 
(2) QIAquick Spin Column (以下カラム) に全量をアプライし，遠心 (17,900 × g，1 min，
RT) した．フロースルーは捨てずに，精製後の cDNA 濃度を確めるまで保存した． 
(3) カラムに PE buffer を 750 μl アプライし，遠心 (17,900 × g，1 min，RT) した．フロ
ースルーは捨てずに，精製後の cDNA 濃度を確めるまで保存した． 
(4) さらに遠心 (17,900 × g，1 min，RT) して，カラムを dry up した． 
(5) カラムを 1.5 ml tube にセットし，EB buffer を 30 μl (カラムの中央にのるように慎重
に)アプライし，静置 (1 min) した． 
(6) 遠心 (17,900 × g，1 min，RT) して，cDNA を溶出した． (添付の説明書によると，
30 μl で溶出した場合の液量は約 28 μl になる．) 
(7) 溶出液を再びカラムにアプライし，静置 (1 min) した後，遠心 (11,000 ×g, 2 min, RT) 
した． 
(8) 1 μl をとって EB buffer で 50 倍希釈し，Beckman 社の DU 800 Spectrophotometer で吸
光度 (A260, A280) を測定することで濃度測定および純度評価を行った． 
[濃度 (ng/μl)=A260×33 (single-stranded cDNA の吸光係数) ×50 (希釈倍率)] 
 
断片化・ラベリング 
(1) 以下の組成で cDNA と試薬を PCR チューブに混合し，サーマルサイクラーを用いて
以下のプログラムで反応させた． 
 
ss DNA 5 μg 相当 
39.5 μl 
 温度 時間 サイクル数 
RNase free H2O   37 ºC 60:00 1 
10X buffer  4.8 μl  93 ºC 2:00 1 
APE1  2.25 μl  4 ºC 2-10 min 1 
UDG  1.5 μl     
計   48.05 μl     
 
(2) 3 μl を分取してアガロースゲル電気泳動に供し，断片化の程度を確認した． 
(3) 残り全量に，以下の試薬を追加し，サーマルサイクラーを用いて以下のプログラム
でラベリング反応を行った． 
 
断片化 cDNA  45 μl  温度 時間 サイクル数 
5X buffer  12 μl  37 ºC 60:00 1 
TdT  2 μl  70 ºC 10:00 1 
Biotin ddUTP 5 mM 1 μl  4 ºC 2-10 min 1 
計   60 μl     
 
ハイブリダイゼーション 
GeneChip Hybridization， Wash and Stain Kit (Affymetrix) を用い，以下の手順で行った． 
 
(1) 以下の組成で labeled cDNA と試薬を 1.5 ml 容チューブに混合し，hybridization 
cocktail を調製した．すぐにハイブリさせない場合の保存は 6-8 時間なら 4ºC，数日
なら-20ºC とし，半永久的に保存する場合は-80ºC とした． 
 Labeled cDNA   60 μl 
Control Oligonucleotide B2 3 nM  3.3 μl 
2X Hybridization mix   100 μl 
DMSO 室温保存  14 μl 
RNase free H2O   23.7 μl 
計   200 μl 
 
(2) Hybridization cocktail をタッピング，フラッシングし，99ºC のヒートブロックで 5
分間加熱した． 
(3) 50ºC のヒートブロックに移し，5 分間加熱した (pCAR1 チップの場合は 45ºC にす
る)． 
(4) 室温で 15,000rpm にて 1 分間遠心した． 
(5) 室温に戻したアレイチップに全量 (200 μl) 注入した (pCAR1 チップの場合は 130 
μl にする)． 
(6) 50ºC のハイブリオーブンに入れ，60 rpm で回転させながら，16 時間ハイブリさせ
た (pCAR1 チップの場合は 45ºC にする)． 
 
 
  
Figure 1. NAH7 の環状遺伝子マープ 
推定された ORF を最も外側の円上にぞの転写方向に応じて示した (外側の扇形が時計
回り、内側の扇形が反時計回りに転写される ORF)。各 ORFは相同性を示したタンパク
質の機能の種類によって色分けした。(赤色：ナフタレン分解、橙色：プラスミドの複
製・保持、緑色：プラスミドの接合伝達、黄緑色：輸送タンパク・膜タンパク質、ピン
ク：その他の機能、黒色：転写制御、青色：転移因子・挿入因子、灰色：機能未知であ
る。 
 
 
  
 
Figure 2. RP4 の環状遺伝子マープ 
推定された ORFを最も外側の円上にぞの転写方向に応じて示した (外側の扇形が時計
回り、内側の扇形が反時計回りに転写される ORF)。各 ORFは相同性を示したタンパク
質の機能の種類によって色分けした。(橙色：プラスミドの複製・保持、緑色：プラス
ミドの接合伝達、黄緑色：輸送タンパク・膜タンパク質、ピンク：その他の機能、黒色：
転写制御、青色：転移因子・挿入因子、灰色：機能未知である。  
  
Figure 3. 相同性組換えを利用した対象遺伝子の除去方法の概略図 
pK19mobsacB 上に組み込まれた「上流配列」領域および「下流配列」領域それぞれで
相同性組換えが生じることにより、対象遺伝子が「Gm cassette」に置き換わる。 
Gm cassette は FRT 配列に挟まれており、Flp recombinase を用いることで除去される。 
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